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HPLC: High Performance Liquid Chromatography/Cromatografia de liquidos de
alta resolucion
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LC: Limite de cuantificacion
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NOM: Normas Oficiales Mexicanas
OMPI: Organizacion Mundial de la Propiedad Intelectual
PC: Componente Principal
PCA: Analisis de Componentes Principales
PCA-DA: Analisis Discriminante por componentes principales
pH: Potencial de hidrogeno
Profeco: Procuraduria Federal del Consumidor
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Tabla de bebidas analizadas

Clave

% Etanol

Procedencia o Nombre

de la bebida

1 DA 01 28 La morefia

2 DAO2 26 Penca verde

3 DA 04 30 Hacienda potrillos
4 DA 05 28 Cardenal

] DA 06 38 Saldafia

6 DA 08 34 El capricho

4 DA 10 28 El musico

8 DA 12 34 Berriendo

J DA 15 28 El lagunero

10 DA 16 28 El compadre

11 DA 20 28 Enigma

12 DA 21 26 Dos Corazones
13 DA 22 30 Viva agave
14 | pa24 34 Rio seco
15 DA 25 34.9 Don Kiko y su meson
16 DA 26 28 El fabuloso etiqueta

negra

17 DA 27 28 Alma de xalisco
18 DA 28 35 Oro de Guanajuato
19 DA 29 35 Plata de Guanajuato
20 | pae6a 34.9
21 | paes 28
22 | paes 28
23 LA 03 28 Mujeriego
24 LA 07 28 Santos y nobles

I



25

LA 09 28 Potrero
26 LA 11 28 Vértigo
27 LA 13 26 La pasion de mi tierra
28 LA 14 30
29 LA17 26 Hacienda de Acapulco
30 LA 18 26 Rancho mi nifia
31 LA 19 28
32 LA 23 26 Hacienda las correctas
33 LA 42 26 Rancho escondido
34 LA 47 26
35 LA 49 28
36 TB2-A 40.1
37 | 1B2-B | 52346
38 TB4 | 54.442
39 TB6-A 55
40 | 71B6-B | 34.984
41 TB 18 54.6
42 TB 19 54.8
43 TB 20 35
44 TB 25 40.1
45 TB26 40
46 TB29 40
47 TB30 40
48 TB32 67.3
49 TB 36 54
50 TB37 50

v



51

TB 38 55
52 TB43 40.03
53 TB 47 40
54 TB50 43.7
55 TB55 40
56 TB 61 57.01
57 TB 62 53.9
58 TB74 35.4
29 | 7B113 40
60 | r1B115 49
61 TB120 38
62 TB121 40
63 | 1B124 40
64 | 1B152 49.5
65 | 71B153 40
66 | 1vB3 41.1
67 | 1mBY 55
68 | tmB 10 40
69 | tmB11 | 5551
70 | TmMB13 | 54.812
71 | TmB15-A| 35
72 I TMB15-B| 35
73 | TMB16 | 54.8
74 | TMB17 | 51.5
75 | TMB 23 55
76 | TMmB24 40




77

TMB25 | 38.2
78 | TMB28 | 54.7
73 | TMmB31 55
80 | 1MB 33 55
81 | tMB34 | 79.08
82 | MB35 | 56.16
8 | 1MB 39 55
84 | TmB40 55
8 | TmMB41 | 43.78
86 | TMB43 | 43.32
87 | TMB44 | 436
88 | TmMB45 | 39.96
89 | TmB46-A| 49
90 |\ 1mB46-B| 40
91 | TMB48

92 | 1MB 52

93 | TMB 54

94 | TMB 59

9> | TMB65 | 51.51
9 | 1MB67 | 353
97 | TMBS5 55
98 | TMB133 | 53.206
99 TR5 | 53.436
100 | 71R12 35.3
101 | tR19 40.2
102 | 12 35

Vi



103

TR 29 40.1

104 | 1R63 | 57.08

105 | TRes | 40.05

106 | 1R75

107 | 1R76

108 TR 77 B 40.023 San Ignacio Cerro
Gordo

109 | 1R77c¢

110 | 71R78

111 | 1R 79

112 | tRrgo

113 | 1R82

114 | 7R93

115 | 1R95

116 | 7R99

117 | TR100 | 456

118 | 1R 106

119 | 7R 111

120 | 7R112

121 | tR113

122 | 1R 114

123 | 1R116

124 | 1R129

125 | 1R130

126 | 17MR24 | 51.8

127 | MR 26 35

128 | MR 27 40

7



129

TMR 30 35
130 | 1mR 40 38
131 | tMR42 | 54.53
132 | 1MR 55

133 | 1MR 56

134 | TMmR 58

135 | 1MR 76 35
136 | 1MR 81

137 | TMR 83

138 | tMR104 | 38
139 | TMR 126 | 35.210 Tequila
140 | tmMR129 | 35
141 TA6 40
142 | 1A 13 40
143 | 71a15 | 3805
144 | 1a19 | 5008
145 | 1A 21 40
146 | 71a26 40
147 | 1A27 54.3
148 | 1A 29 40.3
149 | 1A 30 40
150 | 1A43 | 40.002 Tequila
151 | 1a68 40
152 | 1A 84

153 | 7485

154

TA 86

Vil



155

TA 87

156 | 7pa88

157 1 1A 96

158 | 1A 99 40

159 | taA100

160 | 74 101 40

161 | 7a105

162 | 1ao1088 | 51.8

163 | 1A 108 ¢

164 | 714121

165 | 714133 38

166 | 1EA10 52.8

167 | 71EA 15 38 La Laja
168 | T1EA22 51

169 | 71EA27 54.1

170 | 1EA43 | 40.092 Tequila
171 | TEA90

172 | TEA 98

173 | TEA 104

174 | T1EA 128 38
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1. RESUMEN

En la presente tesis se llevo a cabo la construccion de modelos por medio de
técnicas multivariantes supervisadas y no supervisadas para discriminar entre
tequilas auténticos y destilados de agave, a partir de datos analiticos obtenidos
por espectrofotometria UV-Vis y Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
(HPLC). Todas las muestras incluidas en este estudio fueron suministradas por el
Consejo Regulador del Tequila (CRT).

En general se ostentan dos estudios, en el primero se adecué un método
cromatografico por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC) para
cuantificar 4 compuestos furanicos: 5-hidroximetilfurfural (5-HMF), furfural (FUR),
2-acetilfurano (2-AF) y el 5-metilfurfural (5-MF) a través de curvas de calibracion.
Los resultados mostraron que el contenido de compuestos furanicos en los tequilas
es mayor que en los destilados. La prueba de Kruskal Wallis permitié establecer
que existe esta diferencia significativa con 95 % de confianza. El segundo estudio
consistié en la construccion de modelos quimiométricos optimos a partir de datos
UV-Vis, con técnicas no supervisadas como Analisis de Componentes Principales -
PCA- y Analisis Cluster -CA- y técnicas supervisadas como Support Vector Machines
-SVM-, Analisis discriminante por componentes principales -PCA-DA- y Vecino mas
cercano -KNN-.

El presente trabajo propone una estrategia quimiométrica a partir del tratamiento
de datos de HPLC y de UV-Vis, viable, y econdémica para llevar a cabo la
diferenciacion de tequilas auténticos y destilados de agave que puede ser utilizada
por el Consejo Regulador del Tequila (CRT) u otras instancias relacionadas con la
produccion y comercializacion del tequila.
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2. INTRODUCCION

El Tratado de Lisboa contempla la proteccion de las denominaciones de origen, o
sea, la “denominacion geografica de un pais, de una region, o de una localidad
que sirva para designar un producto originario del mismo y cuya calidad o
caracteristicas se deben exclusiva o esencialmente al medio geografico,
comprendidos los factores naturales y los factores humanos” [1]. Las
denominaciones de origen se encuentran reguladas por las normas oficiales
mexicanas (NOM). Al tequila lo rige la NOM-006-SCFI-2005 [2], al mezcal la NOM-
070-SCFI-1994 [3] y a la bacanora la NOM-168-SCFI-2004 [4]. Para la operacion de
estas bebidas existen organismos de certificacion acreditados que verifican y
vigilan que el producto efectivamente mantenga los estandares de calidad
requeridos lo cual también es de interés para la Profeco. Asi, en 1993 se creo el
Consejo Regulador del Tequila (CRT) y en el 2003 el Consejo Mexicano Regulador
de la Calidad del Mezcal A.C (CMR) [5].

Este trabajo se enfoco al estudio comparativo de tequilas auténticos y destilados
de agave sin denominacion de origen. La principal diferencia entre estas bebidas
es la materia prima utilizada para su elaboracion. El tequila se produce
Unicamente a partir del Agave tequilana Weber variedad azul, ademas de poseer
con una denominacion de origen. Los destilados pueden ser elaborados por
combinaciones y/o diferentes agaves de las 211 especies de agave existentes en la
republica y no cuentan con denominacion de origen, por lo que cominmente dichas
bebidas son vendidas en el mercado a un precio mas bajo. Sin embargo, en muchos
casos su origen puede ser dudoso y por tanto su calidad, por no estar regulados por
norma alguna.

Practicamente, para obtener un destilado de agave o tequila se lleva a cabo la
fermentacion de los carbohidratos contenidos en el jugo de las pifias obtenidas del
agave y su posterior destilacion. En una etapa, las pifas sufren un proceso de
coccion durante aproximadamente 36-48 horas [6]; durante este paso ocurre la
hidrolisis de los polisacaridos, especialmente de la inulina para generar azlcares
fermentables (fructosa y glucosa), de igual manera se originan compuestos
volatiles y compuestos de Maillard, la mayoria de los cuales puede tener un
impacto significativo en el sabor del tequila [6].
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

Diferenciar entre tequilas auténticos y destilados de agave mediante la
determinacion de furfural, 2-acetilfurano y 5-metilfurfural por HPLC vy la
elaboracion de modelos quimiométricos a partir de datos UV-Vis con la finalidad
de contar con estrategias optimas y confiables que garanticen la autenticidad de
los tequilas comerciales.

3.2 Objetivos particulares

e Construir modelos quimiométricos adecuadas a partir de datos de espectros de
absorcion obtenidos por espectrofotometria UV-Vis para conseguir discriminar los
tequilas auténticos de los destilados de agave mediante técnicas no supervisadas
(Analisis de Componentes Principales -PCA-, Analisis Cluster -CA-) y supervisadas
(SVM, PCA-DA y K Nearest Neighbors -KNN-que sean de utilidad para organismos
como el Consejo Regulador del Tequila (CRT).

e Determinar las condiciones cromatograficas optimas para la determinacion de
furfural, 2-acetilfurano y 5-metilfurfural en muestras de tequila auténtico y
destilados de agave.

e Determinar furfural, 2-acetilfurano y 5-metilfurfural en tequilas auténticos y
destilados de agave por medio de HPLC mediante curvas de calibracion.

e Evaluar si los contenidos de derivados furanicos permiten lograr la
discriminacion entre tequilas auténticos y destilados de agave.

e Analizar estadisticamente los datos cromatograficos obtenidos para
correlacionarlos por técnicas multivariantes.

e Comparar los resultados obtenidos por el método cromatografico y
quimiométrico.
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4. ANTECEDENTES

El origen de los agaves data aproximadamente hace 10 millones de anos; en
nuestro pais se han diversificado y es donde han sido mas utilizados. Algo mas
reciente es su uso para bebidas destiladas [7].

Actualmente, algunas metodologias han sido reportadas en la literatura para la
diferenciacion entre tequilas 100 % agave y mixtos mediante la determinacion del
contenido de metanol y de 2- y 3-metil-1- butanol por cromatografia de gases [8].
Asimismo, se han realizado analisis comparativos de sus respectivos espectros
infrarrojos [9]. Para determinar el grado de envejecimiento, se ha reportado el
uso de cromatografia ionica y la espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR) [9], asi como el analisis de isotopos estables [10]. Otras
investigaciones, han realizado la determinacién por HPLC-DAD de furfural, 2-
acetilfurano y 5-metilfurfural como marcadores de envejecimiento del tequila
[11]; sin embargo, estos compuestos estan presentes en muestras de tequila no
envejecidas, y pertenecen al grupo de compuestos furanicos generados por la
reaccion de Maillard durante la coccion del agave [12]. Por lo tanto, estos
furfurales seran utilizados para poder diferenciar los tequilas auténticos y
destilados de agave, provenientes del CRT. Vale la pena mencionar que la
regulacion mexicana para el tequila no establece ningln analisis pruebas para
verificar la autenticidad del tipo de tequila o la edad.
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5. MARCO TEORICO

A continuacion, de acuerdo con la problematica que se presenta en este trabajo,
para abordar el tema es necesario describir de manera concreta los elementos
teoricos indispensables.

5.1 Denominacion de Origen

El reconocimiento de productos por su origen geografico concede una ventaja
comercial y natural, llamada asi por Adam Smith [13] en su “Teoria de la ventaja
absoluta”, a unas zonas del planeta respecto a otras. Con el objetivo de proteger
zonas geograficas, en las que se obtienen productos con caracteristicas exclusivas
del lugar, se creo6 la denominacioén de origen, la cual entro en vigor en 1966 por el
Tratado de Lisboa en el que estan establecidos los requisitos de un producto para
recibir la proteccion debida. La Organizacion Mundial de la Propiedad Intelectual
(OMPI) lleva el registro de las denominaciones de origen a nivel internacional [14].
Esta organizacion da la siguiente definicion:

Denominacion de origen: es un tipo de indicacion geografica que, por lo general,
consiste en un nombre geografico o en una designacion tradicional que se utiliza
en productos que tienen cualidades o caracteristicas especificas que se den
esencialmente al entorno geografico de su produccion (OMPI, s.f., s.p., cursivas
anadidas). Esta definicion exige:

1. La existencia de una zona geografica delimitada (propuesta por
interesados)

2. Un reconocimiento o renombre comprobado del lugar geografico
(declaratoria)

3. Condiciones precisas de produccion (Norma)

4. Tipicidad.

En general, existe un consenso entre los expertos de la materia quienes aceptan
que los factores decisivos en una denominacion de origen son los siguientes y en
ese orden:

1. Clima. La Intensidad luminica, horas/luz, precipitacion pluvial,
Temperatura, Humedad relativa.

2. Suelo. Son factores relevantes la textura del suelo y la quimica del suelo.

3. Especie vegetal. En el caso del Tequila, sabemos que el vegetal utilizado es
el Agave tequilana Weber variedad azul. Especie endémica y, por lo tanto,
perfectamente adaptado a las condiciones climatoldgicas y de suelo.

4. Actividades humanas. Se refiere a las labores humanas involucradas desde
el cultivo del agave, su cosecha, produccion y maduracion del Tequila. Estas
actividades pueden incluir la técnica, tradiciones artesanales y habilidades
[15].
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5.2 Agave

Desde la antiguedad el agave o mejor conocido como maguey, tiene gran
importancia socioeconoémica y de desarrollo cultural en México. El género agave es
originario de Mesoamérica y exactamente México es el centro de origen vy
diversidad de dicha planta. El 55 % de las especies crecen exclusivamente en
nuestro pais, pertenecientes al género Agavaceas [16, 17], lo que nos indica la
importancia biologica del territorio. De manera general, se trata de una planta
monocarpica, suculenta, de naturaleza multifuncional y polifacética. Dichas
caracteristicas han sido aprovechadas por el hombre, en la conservacion de suelos,
forraje, produccion de insectos comestibles y el mas relevante, produccion de
bebidas destiladas [17,18]. En la actualidad, se explotan diferentes especies de
agave para la produccion de estas bebidas.

5.2.1 ABC de los destilados de agave

Se trata de bebidas destiladas con alto grado de alcohol (30-45 %) producidas por
la fermentacion y destilacion controlada de azlcares producidos tras la coccion y
estrujado de la pina o tallo del agave.

Las teorias sobre los origenes de los destilados de agave, en resumen, cuentan que
surgio en los estados de Jalisco y Colima a partir de un destilador filipino con el
que se obtenia “vino de cocos” y la introduccion del cultivo de cana de azlcar, asi
que, se adapté el procedimiento a fermentos de agave [19]. Existen evidencias
arqueologicas como hornos de piedra, cenizas y piedras calcinadas, que
comprueban la elaboracion de bebidas destiladas confirmando la importancia
cultural y social de los agaves en Colima desde la época precolombina [20].

Un destilado de agave, de manera general, suele ser llamado Mezcal, nombre
proveniente del nahuatl mezcalli que significa “cocimiento de maguey”. Aunque
los nombres de los diferentes destilados de agave se originan segin las especies
utilizadas como materia primay la region geografica donde se encuentra cultivado.
La variedad de éstos es grande; sin embargo, los mas conocidos son el tequila, la
bacanora, el sotol, el sisal y la raicilla, bebidas artesanales ampliamente
consumidas por un gran sector de la poblacion en el pais. En la Figura 1 se muestra
la ubicacion geografica de algunos destilados de agave junto con el agave utilizado
para su produccion [21, 22].

De las diferentes especies de agave, cuyo jugo puede ser fermentado y destilado
para la produccion de bebidas alcohodlicas, solo cinco de éstos cuentan con
denominacion de origen: tequila, mezcal, bacanora sotol y raicilla [5].

Se han registrado 57 taxones en la clasificacion de agaves para el uso de bebidas
destiladas de agave, entre los cuales hay 43 especies (incluyendo al tequila), siete
subespecies y siete variedades [23].
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. Bacanora (A. angustifolia Haw )
‘ Mezcal (A. angustifolia )

O Mezcal (A. durangensis)

() Mezcal (A. salmiana)

@ Raicilla (A. maximiliana)

‘ Sisal (A. fourcroydes )

. Sotol (A. Dasylirion wheeleri)
‘ Tequila (A. tequilana Weber)

Figura 1. Ubicacion geografica de algunos destilados de agave y los agaves utilizados para su
produccién. Fuente: elaboracion propia.

5.2.2 Elaboracion de destilados de agave

La elaboracion de los destilados de agave generalmente suele ser tradicional y en
pequenas casas de produccion; ademas de las especies de agave utilizadas, estan
diferenciados por los procesos de cosecha y jima, cocimiento, molienda,
fermentacion, y destilacion, los cuales son ilustrados en la Figura 2 [16].
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Cosechay Jima ’ ‘ Horneado: Coccion ‘

Figura 2. Proceso general de la obtencion de los destilados se agave.
Fuente: Conabio. (2006). Mezcales y diversidad, 2da ed. 10/07/19 de Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la
Biodiversidad, México sitio web:_http://200.12.166.51/janium/Documentos/5324. pdf

5.3 ABC del Tequila

El tequila es una bebida regional que representa a México en muchos aspectos; no
es posible hablar de cualquier otra bebida originada del agave sin mencionar o
tomar como referencia al tequila. No s6lo en México, si no en el mundo es
identificado como simbolo de mexicanidad. Su produccién total se ha
incrementado al 60 % en los Ultimos anos [24].

Se origin6 en un municipio de Jalisco, primitivamente llamado Tequillan o Tecuila
haciendo referencia a quienes trabajaron la piedra tipica de la region, tecatlis. En
este municipio, actualmente llamado Tequila, se cultiva y produce el Unico agave
del que se obtiene la bebida, Agave tequilana Weber variedad azul, llamado asi
por Franz Weber quien comprobd que era el agave mas abundante [25]. Por tanto,
es un producto que cuenta con denominacion de origen, promulgada en 1977, pero
modificada posteriormente para incluir otros municipios de Jalisco y otros estados
de la republica representados en la Figura 3, por lo que el area actual consta de
181 municipios [5].

Asi que, el tequila se define como una mezcla de alcoholes, producto de la
transformacion del agave.
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O Nayarit (8 Mpio.)
. Jalisco (125 Mpio.)

. Michoacan (30 Mpio.)
‘ Guanajuato ( 7 Mpio.)

. Tamaulipas (11Mpio.)

Figura 3. Ubicacion geografica de la denominacion de origen del tequila.
Fuente: elaboracion propia.

5.3.1 Elaboracion del Tequila

El Agave tequilana Weber variedad azul alcanza madurez entre seis y 10 afnos y
entonces es utilizado para el procedimiento tradicional del tequila. Consta de seis
o siete pasos basicos representados en la Figura 4, cada uno con sus respectivas
modificaciones segun la casa tequilera en cuestion: Jima, Coccion, Extraccion,
Fermentacion, Destilacion y Anejamiento. Para una descripcion mas detallada se
proporcionan algunas referencias [15,25].

-

Figura 4. Procedimiento de elaboracion del Tequila.
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5.3.2 Clasificacion del tequila

De acuerdo con la NOM-006-SCFI-2005 [2], el tequila se
clases, las cuales se resumen en la siguiente Figura 5.

Clasificacion
del
Tequila

I

Conforme al % de
los azlcares
provenientes del
agave, se
distingue en dos
categorias

100 % Aga@n —

Conforme a las
caracteristicas

adquiridas en
procesos
posteriores a la
destilacion, se
distingue en
clases

e

/ Blanco _o
“.__ plata

T
Jovenu
oro

e

—b\ —p

— ReposadQ —_—

@ejox > —

- ( Extra-afiejo”

—_—

clasifica por categorias y

Producto NO enriquecido con otros azlcares

distintos a los obtenidos del Agave tequilana
weber var. Azul, cultivado y envasado en el
territorio comprendido en la Declaracion.

Producto donde los mostos son
susceptibles de ser enriquecidos y
mezclados en la formulacion con otros
azlicares en una proporcién no mayor de
49 % de azlicares reductores totales
expresados en unidades de masa.

Producto transparente no necesariamente
incoloro, sin abocante, obtenido de la
destilacion anadiendo agua de dilucion.

Producto resultante de la mezcla de Tequila
blanco con Tequilas reposados y/o afejos y/o
extra anejo.

Sujeto a un proceso de maduracion de por lo
menos dos meses.

Sujeto a un proceso de maduracion de por lo
menos un ano.

Sujeto a un proceso de maduracion de por lo
menos 3 anos.

Figura 5. Clasificacion del tequila. Fuente: Elaboracion propia.

! Este producto debe ser denominado Unicamente a través de alguna de las
siguientes leyendas: "100 % de agave", "100 % puro de agave", "100 % agave", o
"100 % puro agave", al final de las cuales se puede anadir la palabra "azul” [26].
2 S6lo se podra incrementar como minimo el 51 % de azlcares reductores totales
expresados en unidades de masa provenientes de Agave de la especie tequilana
weber variedad azul cultivado en el territorio comprendido en la Declaracion

[26].

*Producto susceptible de ser abocado.
“El proceso de maduracion es en contacto directo con la madera de recipientes
de roble o encino.
En todos los tequilas el contenido alcohédlico comercial debe, en su caso,
ajustarse con agua de dilucion [26].
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5.4 Procesos bioquimicos en la elaboracion de bebidas destiladas de Agave

5.4.1 Coccion: Hidrolisis de inulina.

La inulina (C¢H100s5) n - H20) esta presente en varias raices de plantas de la familia
a la que pertenece el agave, y actla como reserva de carbohidrato en las mismas.
Su estructura quimica se muestra en la Figura 6; es un polimero formado por una
cadena lineal de D-fructosa unida a una molécula de glucosa. Como tal no es un
compuesto directamente fermentable, de ahi la importancia de la hidrolisis en la
produccién de las bebidas; la inulina es transformada en fructosa y glucosa por
hidrolisis acida durante la coccion [25].

HO\
2 o [_O—} 0—\ OH
<~ HO OH R
| CH |
OH H C < OH
|
[HO o |
|7 New, i
! Pl
? < HOM <
| |
| - |
o T |a
HO_ 1
CHz o 0 R = CH,OH
HO | n = approx 35
i
OH H:C\OH

Figura 6. Estructura quimica de la inulina.
Fuente: Inulina, sitio web: https://www.fisiologoi.com/paginas/inulina.htm

Durante la coccion suceden varios cambios quimicos en la materia prima que
generan azlcares fermentables, compuestos volatiles y compuestos de Maillard, la
mayoria de los cuales pueden tener un impacto significativo en las propiedades
organolépticas de las bebidas destiladas. Sin embargo, no siempre estos cambios
son benéficos, al carecer de un control ajustado en el cocimiento y en la calidad
de la materia prima hay gran pérdida de azlcares reductores y menor eficiencia
de la fermentacion en los jugos debido a sus efectos inhibitorios [12,25].

La generacion de compuestos volatiles, como los compuestos furanicos, es
directamente proporcional al tiempo de cocimiento de la pifna del agave; estos
compuestos persisten en el producto final y no se eliminan en etapas posteriores
(fermentacion, reposo y envejecimiento, segin sea el caso) como otros.
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5.4.2 Reaccion de Maillard

Descrita por primera vez por el investigador francés Louis-Camille Maillard (1878-
1936) [27]. La reaccion de Maillard es comln durante el calentamiento de
alimentos y se correlaciona directamente cuando se obtiene un color marron,
debido a que se produce un oscurecimiento no enzimatico, a causa del ataque
nucleofilico del grupo amino de un aminoacido a un grupo carbonilo de un
carbohidrato (reaccién de Amadori), y es seguida de una cascada de reacciones
que generan compuestos volatiles muy aromaticos como el furfural, el 5-
hidroximetilfurfural y las premelanoidinas, aunque los carotenoides u otros
pigmentos podrian estar contribuyendo a este color [12, 22].

La reaccion de Maillard se puede subdividir en tres etapas [28]:
1° Etapa inicial

Comienza con la condensacion entre el grupo carbonilo libre de un azlcar reductor
o lipido oxidado y el grupo amino de un aminoacido, péptido o proteina que, tras
deshidratacion, da lugar a una base de Schiff inestable que se transforma en
glicosamina-N-sustituida. Esta reaccion es reversible ya que en un medio acido se
regenera el azlcar y el aminoacido. Las glicosilaminas son mas estables cuando
proceden de aminas aromaticas.

2°Etapa intermedia

Se produce la inmediata reorganizacion irreversible de la glicosamina-N-sustituida.
Cuando se parte de una aldosilamina-N-sustituida, mediante la transposicion de
Amadori, se genera el 1-amino-1-desoxi-2-cetosa, mientras que cuando se parte
de una cetosilamina-N-sustituida, mediante la transposicion de Heyns se genera 2-
amino-2-desoxialdosa.

Los compuestos de Amadori y de Heyns sufren una serie de descomposiciones que
varian en funcion del pH o de la temperatura del medio. Ambas reacciones dan
lugar a compuestos con color y olor. A partir de los compuestos Amadori surgen 3
rutas diferentes; una de ellas es la responsable de producir compuestos furanicos,
siendo éstos los compuestos estudiados en el presente trabajo.

A pH acido se produce una enolizacion en posicion 1,2 que origina compuestos
dicarbonilicos (potentes precursores del pardeamiento) que dan lugar a 5-
hidroximetilfurfural o furfural.

3°Etapa Final

Da lugar a compuestos nitrogenados: las melanoidinas y los compuestos avanzados
de la reaccion de Maillard que aportan sabores, aromas. La diferencia de estos
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compuestos se puede deber a los parametros de coccion utilizados en cada
destileria, ademas a la calidad y edad de la materia prima [12,28].

Para el caso de los furanicos, Mancilla y Lopez. (2002) reportan que a excepcion
del 2-acetilfurano, sus concentraciones son notablemente inferiores al final en
comparacion con el inicio del proceso, debido a que son componentes volatiles
perdiéndose principalmente en la destilacion [5,12]. Aunque sus concentraciones
pueden aumentar durante el tiempo de envejecimiento como resultado de la
extraccion de roble [11].

5.4.3 Fermentacion: fermentacion alcoholica

La glucolisis es la ruta bioquimica que inicia con el procedimiento de fermentacion,
formando el gliceraldehido 3-fosfato que posteriormente por una reaccién de
oxido-reduccion genera ATP y dos moléculas de piruvato. Finalmente llega la
fermentacion dando como resultado etanol y dioxido de carbono. La calidad del
alcohol obtenido en esta etapa depende de la cantidad de azlcares reductores
[25, 29].

5.4.4 Maduracion o ahejamiento

Durante el envejecimiento del tequila, ocurren complejos cambios quimicos en los
barriles de roble, componentes de madera se extraen en el tequila,
proporcionando su color y sabor caracteristico. La ocurrencia de estos compuestos
en bebidas alcohodlicas es el resultado de la lignina de roble, procesos de
degradacion y oxidacion y se considera evidencia que la bebida alcohdlica se ha
envejecido auténticamente en un barril de roble [11].

El anejamiento es uno de los pasos mas susceptibles a la adulteracion, en el cual
se puede agregar extractos de roble o colorante de caramelo al tequila blanco
durante la produccion para simular el color de los tequilas envejecidos en barricas
de roble [11].

A pesar de ello, es posible autentificar esta produccion, al detectar los compuestos
que adquiere el tequila durante el envejecimiento. En particular, los compuestos
identificados en tequilas anejados en barricas de roble varios compuestos son: la
vainillina, el 5-hidroximetilfurfural, y el siringaldehido [12], los cuales no han
podido ser detectados en tequilas blancos [11]. Esto podria deberse a la pérdida
de los compuestos volatiles durante la fase de destilacion en la produccion de
tequila [7].

El 5-hidroximetilfurfural, se podria originar de la carbonizacion de las barricas de
roble; ha sido demostrado que aumenta con el envejecimiento en roble [7,11].

El aroma y sabor de las bebidas alcoholicas, son el resultado de la existencia de
numerosos compuestos volatiles, principalmente metanol y alcoholes superiores
(volatiles mayoritarios), asi como ésteres, aldehidos, cetonas, acidos, furanos y
terpenos (volatiles minoritarios) y no-volatiles, cuya mezcla compleja define sus
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atributos sensoriales y la aceptacion por el consumidor); sin embargo, pueden ser
toxicos en concentraciones altas, por lo que estan regidos por las normas oficiales
mexicanas NOM-070-SCFI-1994 y NOM-006-SCF1-2005 [3, 22, 11, 30].

Los compuestos volatiles tienen diferente origen: a) Pueden estar contenidos en la
materia prima y variar entre especies, regiones geograficas y entre condiciones
climaticas de cultivo; o b) Pueden generarse durante la fermentacion en funcion
de la cepa, caracteristicas del mosto y condiciones del proceso, o durante la
maduracion del producto [22].

En el caso del furfural se ha demostrado que se forman a partir del procesamiento
térmico de trigo, centeno, cebada y achicoria. Todos estos cultivos tienen
fructanos comunes como carbohidratos de reserva, similar al agave. El furfural
podria, por lo tanto, estar formado por el camino de Heyns. Debido a la mayor
cantidad de carbohidratos con respecto a aminoacidos o proteinas en el agave
[12,29].

5.5 Caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos furanicos

7 o, I\ o R
O O @) @)

Furfural 5-Hidroximetil 2- acetilfurano 5-Metilfurfural
Aldehido aromatico furfural Liquido Liquido  marrdn
Liquido  amarillo Solido blanco transparente/ claro
rcrﬁ;cr)cz)n ngba]?ciés Densidad: 1.24g/ml solido cristalino Densidad:
de la luz y aire. Punto de fusion: 28- D/err]11$i1?zza(§i:oé.)098 1.16g/ml

. 34°C g Punto de
Densidad: o MM: 110.11 g/mol ebulliciéon: 162 °C
1.16g/cm3 Punto de ebullicion: Punto de fusién: [32] :

115°C 29-33 °C )
MM: 96.09g/mol

Soluble en agua, Punto de
Pgnhq i6n: 161 7odCe alcohol, acetato de ebullicion: 183 °C
ebutticion: ) etilo, acetona, Insolubl
Poco soluble en dimetilformamida, géo uble en agua
agua, soluble en benceno, éter [33].
solventes organicos cloroformo.

[31].

Sensible al aire y luz

[32].
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5.6 Fundamentos de técnicas analiticas

5.6.1 Espectroscopia UV-Vis

Las técnicas espectroscopicas se basan en la interaccion de la radiacion
electromagnética con la materia. En la espectroscopia UV-Visible, la especie
quimica absorbe la radiacion en esa region espectral y la energia adquirida por el
sistema causa la transicion de los electrones mas externos de los atomos de las
moléculas, desde niveles fundamentales a niveles mas altos de energia [34, 35].

La region espectral correspondiente al ultravioleta y visible, es comprendida desde
el UV lejano con longitud de onda entre 100 y 200 nm, UV cercano entre 200 y 400
nm y visible entre 400 y 800 nm, tal como lo representa la Figura 7 [36].

Ultravioleta Visible

| l

uv uv

Lejano  Cercano

100 200 380 400 500 600 700
Longitud de onda (nm)
Figura 7. Espectro electromagnético UV-Vis.

Fuente: Elaboracion propia a partir de sitio web: https://www.logicclean.es/la-desinfeccion-esterilizacion-luz-
ultravioleta/

5.6.2 Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion - HPLC (por sus siglas en inglés)

El término “cromatografia” combina dos términos griegos, chroma que significa
color y graphein que significa escribir [37]. El fundamento de esta técnica se basa
en la separacion de analitos en funcion de su afinidad diferencial por la
combinacion de interacciones con las fases estacionaria y movil.

En la cromatografia liquida, para que tenga lugar el proceso fisico-quimico de
separacion, la muestra es inyectada en el seno de la fase mdvil, en la que es
soluble, e impulsada mediante el bombeo a una elevada presion a través de una
columna que contiene la fase estacionaria [38].

Siendo HPLC, una técnica analitica, se establecen caracteristicas o parametros de
desempeno que se obtienen durante el estudio, para evaluar si es adecuado en
cierto analisis, basandose en criterios de aceptacion descritos en diferentes
normas de farmacopeas o guias de validacion. Si el requisito no se cumple, el
método requiere un mayor desarrollo [39].
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Los parametros de desempeno evaluados principalmente en este trabajo son:
5.6.2.1 Repetibilidad

Capacidad del método para generar los mismos resultados bajo las mismas
condiciones operativas en un intervalo de tiempo corto.
Criterio de aceptacion < 2 %-3 % [40, 41].

5.6.2.2 Especificidad

Mide la capacidad del método para identificar/cuantificar de manera precisa y
especifica el analito de interés en presencia de otros componentes que pueden
estar en la muestra (especificidad) o que se pudieran presentar por efectos
ambientales y/o de interaccion con los mismos componentes (selectividad) tales
como: impurezas, productos de degradacion o componentes de la misma muestra
[40, 42].

5.6.2.3 Limite de deteccion

El limite de deteccion (LD o LOD) se define como la concentracion minima de un
analito en una muestra que puede ser detectado, pero no necesariamente
cuantificado con un determinado grado de certidumbre bajo las condiciones
experimentales establecidas. El LD puede ser determinado por senal a ruido (S/N),
o basado en la desviacion estandar de la respuesta y la pendiente de una curva de
calibracion [41, 42].

5.6.2.4 Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion (LC o LOC) se define como la concentracion minima de
un analito en una muestra que puede cuantificarse con precision y exactitud bajo
las condiciones experimentales establecidas. El LC puede determinarse por algunos
de los mismos procedimientos utilizados para determinar el LD [40, 41, 42].

5.6.2.5 Linealidad

Capacidad del método de producir resultados directamente proporcionales a la
concentracion de analito dentro de un rango dado. Se debe establecer por medio
de un método estadistico apropiado (como por ej., calculo de regresion por
cuadrados minimos) [41, 42].

Esta se divide en 2 etapas 1) donde la curva se realiza en disolvente y 2) cuando
se adiciona placebo y se estudia el efecto matriz, para decir que curva se usara en
la cuantificacion.
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5.7 Estadistica

Recolecta, clasifica y se aplica en una amplia variedad de campos. Los métodos
estadisticos se dividen en descriptivos e inferenciales; éstos Ultimos se dedican
principalmente a la estimacion de parametros y el contraste de hipotesis. Mientras
que, la estadistica descriptiva visualiza y resume los datos de manera numérica o
graficamente. Un analisis de éstos es la prueba de normalidad [43 ,44].

5.7.1 Analisis de normalidad

Es util para visualizar las distribuciones de los datos respecto a lo esperado si
procediesen de una distribucion normal con la misma media y desviacion tipica.
Ademas, sirve para la eleccion de un método estadistico no se basa en cual es
mejor si no que se quiere estudiar y cual se adapta a los datos [44, 45].

5.7.2 Prueba Shapiro-Wilk

Esta prueba se emplea para contrastar normalidad cuando el tamano de la
muestra es menor de 50. Para muestras grandes es equivalente al test de
Kolmogorov-Smirnov [46].

5.7.3 Prueba Kolmogorov-Smirnov

Permite estudiar si una muestra procede de una poblacion con una determinada
distribucion (media y desviacion tipica) y no esta limitado Unicamente a la
distribucion normal. Si el valor p de esta prueba es menor que el nivel de
significancia (a) elegido, se puede rechazar la hipétesis nula y concluir que se trata
de una poblacion no normal [44, 46].

5.7.4 Prueba Kruskal Wallis

Se trata de una alternativa no paramétrica al test ANOVA de una via.

Asume que la variable tiene una distribucion continua y requiere que esté medida
en una escala ordinal. Bajo ciertas simplificaciones puede considerarse que el
test de Kruskal-Wallis compara las medianas [47].

« HoHo: todas las muestras provienen de la misma poblacién (distribucion).

« HaHa: al menos una muestra proviene de una poblacidon con una distribucion
distinta.

padg. 19



5.8 Fundamento de Quimiometria

El aumento progresivo en complejidad de la instrumentacion analitica permite
obtener cada vez un mayor volumen de datos. La conversion de estos datos en
informacion util ha dado lugar a una disciplina denominada Quimiometria [48].

“The chemometric society,1975” define que la quimiometria es la disciplina
quimica que utiliza métodos y técnicas matematicas, estadisticas y de ldogica
formal para:

a. Disenar y seleccionar procedimientos experimentales optimos.

b. Extraer la maxima informacion relevante a partir del analisis de datos.
La quimiometria abarca diversos objetivos:

Filtrados de sefales: Pretratamientos de los datos

Los pretratamientos espectrales tienen como objetivo minimizar las
contribuciones espectrales no deseadas, simplificando los modelos y mejorando los
resultados [48].

Los pretratamientos espectrales mas utilizados son:
1. Promedio de los espectros.

Reduce el ruido espectral y se mejora la relacion seial/ruido, ya que éste es
considerado aleatorio [49].

2. Centrado de los datos.

Se calcula el valor medio de cada variable de la matriz y se resta en cada punto
de la columna. El valor medio corresponde al centro del modelo y los valores
de todas las variables se encuentran ahora referidos a este centro [49].

3. Auto-escalado de los datos.

Consiste en un centrado seguido de una normalizacion, es decir, se divide el
resultado del centrado por la desviacion estandar de la columna [48, 49].

4. Suavizado espectral

Utilizado para reducir matematicamente el ruido aleatorio e incrementar la
relacion sefnal/ruido, mediante calculos polinomicos de convolucion (Savitzky-
Golay) o por Transformada de Fourier [48, 49].

5. Variable Normal Estandar (SNV, por sus siglas en ingles)

Se centra y autoescala cada espectro, restando el valor medio de la absorbancia
del espectro a los valores de absorbancia de cada longitud de onda y dividiendo
por la desviacion estandar [48]. Se utiliza principalmente para corregir el
efecto de dispersion (scattering) [49].
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Métodos de reconocimiento de pautas: Técnicas multivariantes

Es un conjunto de técnicas estadisticas que analizan simultaneamente mas de dos
variables consideradas aleatorias y estan relacionadas de tal forma que sus efectos
no puedan analizarse separadamente [45].

Son de gran utilidad para explicar las fuentes de variabilidad de un proceso y
reducir dimensionalidad de los datos [46].

El objetivo principal de las técnicas multivariantes es establecer modelos que sean
capaces de predecir propiedades de nuevas muestras. Para que estas predicciones
sean fiables se han de establecer modelos robustos.

Las técnicas multivariantes pueden clasificarse en dos:

5.8.1 Técnicas No Supervisadas

Es un método de exploracion de datos que generalmente son aplicados en primer
lugar para tener una imagen visual global de la distribucion de las muestras,
observar agrupamientos, posibles objetos andémalos o discrepantes (outliers),
relacionar muestras de similar procedencia y ayudar en la seleccion de los métodos
apropiados para su clasificacion. Tienen como principal objetivo la visualizacion
sencilla de las relaciones entre muestras y variables sin necesidad de asignar las
muestras a una determinada clase [40].

Entre las mas conocidas son Analisis de Componentes Principales (PCA) y Analisis
Cluster (CA), y las cuales se abordaron en este trabajo.

5.8.1.1 Andlisis de Componentes Principales (PCA)

El analisis de Componentes Principales (PCA) no es un método util para llevar a
cabo una clasificacion, sin embargo, podemos extraer informacion sobre qué
variables definen mas la dispersion de las muestras e incluso visualizar si las
muestras estan dispersas en un patron que revela grupos, ya que pone de
manifiesto las relaciones existentes entre las diferentes muestras y la reduccion
de datos [52].

Es una herramienta que permite condensar la variabilidad presente en una matriz
de datos en unos pocos parametros representativos, denominados componentes
principales (PCs) o variables latentes [48].

El PCA debe encontrar componentes principales z,, z,..., z,que sean
combinaciones lineales de las variables originales x;, x,..., x,, que describen cada
muestra, es decir:

Z1 = A11X1 + A12Xy + a13X3+. ‘e +a1nxn

ZZ = alel + azzxz + a23X3+. . +a2nxn, etC.
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Los coeficientes a,4,a,,, etc, se eligen de manera que las nuevas variables, a
diferencia de las variables originales, no se encuentren correlacionadas unas con
otras [11].

El primer componente principal es la combinacion lineal de las N variables que
explica la maxima variabilidad de las muestras.

El PCA utiliza dos herramientas de visualizacion grafica:

v Grafico de scores: proporciona un mapa de las muestras. Se utilizan para
examinar similitudes o diferencias entre muestras, asi como para observar pautas
anomalas en los datos [48, 53].

v Diagrama de Loadings: proporciona un mapa de las variables [53].

Los loadings son utiles para determinar cuales son las variables originales mas
importantes. El estudio visual de los loadings es (til para identificar las regiones
espectrales, y en consecuencia los compuestos quimicos, con mayor importancia
en los datos [48].

5.8.1.2 Analisis Cluster (CA)

Es un método para dividir un grupo de objetos en una serie de clases de manera
que los objetos similares se encuentren en la misma clase [50]. Para llegar a
agrupar los objetos en clases naturales, utiliza el criterio de minimizar la
desviacion interna de los patrones de un mismo grupo, maximizando, por tanto, la
distancia entre los diversos grupos, es decir, el CA lo que hace es comparar entre
dos muestras mediante la distancia que hay entre ellas [54].

Existen diferentes expresiones matematicas para calcular estas distancias [48]:

Distancia Euclidea esta definida mediante la siguiente ecuacion:

d = ‘\J{[L -¥) 2+ (X7 —¥,) 24+ (x — ¥, :

Distancia euclidea al cuadrado: Consiste simplemente en la suma de las diferencias
al cuadrado de los valores [51].

Y

d= (x, —y) 2 4 (X3 =y3) "t x,—¥,)

Distancia Manhattan: Es la suma de las longitudes de las proyecciones del segmento
de linea entre los puntos sobre el sistema de ejes. Mas formalmente:

n
dip.g)=p—ql, = 2 |p,- ~ 44 donde p=(p,.ps....P, ) ¥ 4= (4,.9>....q, ) sOn vectores
=1

Correlacion de Pearson: Considerado como una medicion de similaridad entre
variables. El coeficiente oscila entre -1 y +1 (es un coeficiente normalizado).
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Cuanto mas proximo esté el coeficiente a -1 o +1, mas fuerte es la relacion entre
las variables [55].
/N-1

Correlacién (x,y)= ¥ zxzy

Se consideran dos métodos de aglomeracion jerarquicos y los no jerarquicos. En
los jerarquicos, un clister contiene otros clisteres, hasta finalizar en un solo grupo
agrupando todos los clusteres. En los métodos no jerarquicos, se decide cuantos
grupos al iniciar el analisis (tal y como sucede con el analisis discriminante) [55].

Considerando estos dos tipos de procedimientos para buscar clisteres, existe una
gran diversidad de métodos diferentes. La mayoria de los métodos permiten elegir
qué medida de similitud o disimilitud emplear para formar los grupos [48, 55].

e Average linkage: considera la distancia entre dos grupos y numero de
objetos respectivamente, como la media de las distancias entre todos los
pares de casos en los que cada uno de ellos procede de un grupo (clUster)
diferente.

e Complete linkage o Vecino mas lejano: la distancia entre los grupos es la
que determine los dos casos mas diferentes, perteneciendo cada caso un
grupo diferente.

e Single linkage o Vecino mas proximo: la distancia entre dos conglomerados
o grupos es la distancia entre los dos casos mas proximos, perteneciendo
cada uno de ellos un grupo distinto.

e Ward’s method: para cada grupo se calcula la media de todas las variables.
Posteriormente, para cada caso, se calcula la distancia euclidea al cuadrado
a la media del grupo, esa distancia se suma para todos los casos. En cada
paso se agrupan los dos clUsteres que producen un menor incremento en la
suma total de cuadrados de las distancias en los conglomerados.

La manera mas habitual de representar los datos es mediante un dendograma o
arbol que consiste en la elaboracion de una clasificacion jerarquica donde los
grandes grupos se dividen en otros mas pequenos [48].

5.8.2 Técnicas Supervisadas

También conocidas como de “analisis discriminante”, el modelado se realiza
partiendo de un conjunto de datos llamado calibrado (training) las cuales se
asignan a determinada clase de manera exclusiva, posteriormente se lleva a cabo
la validacion (test) con el conjunto de datos pequefo [53, 56].
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5.8.2.1 Support Vector Machine (SVM, por sus siglas en inglés)

La técnica de SVM crea un hiperplano en el espacio dimensional ilimitado que
separa los puntos y maximiza el margen funcional entre dos o mas clases
diferentes, con un error muy pequeno, de manera que no haya superposicion de
muestras erroneamente clasificadas, como se aprecia en la Figura 8 [57].

Figura 8. Frontera de decision de los datos de dos clases diferentes.
Fuente: Las Maquinas de Soporte Vectorial (SVMs) .Scientia et Technica Ano XI, No 27, Abril 2005. UTP. ISSN 0122-1701
.Gustavo A. Betancourt. Sitio https://www.redalyc.org/pdf/849/84911698014.pdf

El punto de datos de entrenamiento mas cercano de cualquier clase se le conoce
como margen funcional.

La categoria de margen funcional hace un clasificador lineal binario no
probabilistico. Esta técnica es un modelo de aprendizaje supervisado utilizado para
la clasificacion lineal y no lineal [57].

SVM encuentra el hiperplano optimo utilizando el producto punto con funciones en
el espacio de caracteristicas que son llamadas kernels. La solucion del hiperplano
optimo puede ser escrita como la combinacion de unos pocos puntos de entrada
que son llamados vectores de soporte [57].

La funcion kernel, permite una introduccion suave de la no linealidad mediante el
mapeo de las observaciones originales en un espacio de caracteristicas de mayor
dimensidon, que permite la aplicacion de un algoritmo lineal para resolver
problemas no lineales [57].

El parametro C tiene un gran impacto en el rendimiento de un modelo. La
optimizacion se convierte en un compromiso entre un amplio margen y una
penalizacion de error pequeio [57].
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5.8.2.2 k -Vecino mas cercano (k-NN, por sus siglas en inglés)

El modelo de clasificacion de los k vecinos mas cercanos, practicamente fija un
valor para k, habitualmente pequeno, y el algoritmo computa una instancia d con
los datos de calibracion, después de esto, el algoritmo selecciona las k instancias
de los datos de entrenamiento mas cercanas (de acuerdo con la métrica de
similitud utilizada) y se asigna la instancia d a la clase mas frecuente de entre las
k instancias seleccionadas como mas cercanas. Asi, la métrica de similitud
utilizada influye fuertemente en las relaciones de cercania que se iran
estableciendo en el proceso de construccion del algoritmo [58].

La determinacion del valor 6ptimo para k es la parte mas importante para la
implementacion de un método k-NN. De modo que con valores distintos de k
podemos obtener resultados también muy distintos [58].

5.8.2.3 Analisis de Componentes Principales y Analisis Discriminante (PCA-DA)

El analisis discriminante es muy similar al PCA. La principal diferencia es que PCA
calcula los mejores componentes discriminantes sin previo conocimiento sobre los
grupos, mientras que el analisis discriminante calcula los mejores componentes
discriminantes para los grupos definidos por el usuario [59].

PCA busca la direccion que muestra la mayor varianza total, mientras que DA
maximiza la separacion entre los grupos mientras minimiza la variacion dentro del
grupo [59].

5.8.3 Parametros de desempeno

Al crear un modelo de clasificaciéon como los ya mencionados, es importante
seleccionar las caracteristicas correctas y evaluar los parametros de desempefo
que son: precision, sensibilidad, especificidad, y exactitud, los cuales se definen
a continuacion [60]:

e Precision: Se trata de la capacidad de un modelo para excluir muestras de
otras clases en la clase de estudio. Utilizando la relacion de la muestra en
un conjunto correctamente asignadas y el niUmero total de muestras en el
mismo.

e Sensibilidad: Capacidad del modelo de reconocer correctamente la
pertenencia de las muestras al conjunto correcto.

e Especificidad: Es la capacidad del conjunto para rechazar las muestras de
otras clases.

e Exactitud: Expresa la proporcion de las muestras asignadas correctamente.
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METODOLOGIA

6. METODOLOGIA

6.1 Muestras Analizadas

Las muestras utilizadas en la presente tesis fueron suministradas por el Consejo
Regulador del Tequila (CRT). Los tipos de muestras se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Muestras de tequilas y destilados/licores de agave

Tequilas
Categoria total
Clase 100 % agave mixtos
Blancos 30 34 64
Jovenes - 9 9
Reposados 27 15 42
Anejos 25 - 25
Extra-anejos 9 - 9
Total 91 58 149
Destilados de agave Licores
22 13 35
Total 185

Para este estudio los tequilas anejos y extra-anejos son considerados en el mismo
grupo. Asimismo, los destilados y licores de agave se ubican en un grupo.

6.2 Equipos y Reactivos

e Equipos

— Espectrofotometro Ultravioleta- Visible de doble haz Lambda 35, Perkin-
Elmer.

— Cromatodgrafo de liquidos marca Agilent modelo 1100. El cual se compone
de bomba cuaternaria, desgasificador de membrana, control de
temperatura de la columna, inyector automatico y detector UV-Vis.

e Estandares

— 5-hidroximetil-2 furfural, 99 % (Sigma-Aldrich)
— Furfural, 99 % (Sigma-Aldrich)

— 5-metilfurfural,99 % (Sigma-Aldrich)

— 2-acetilfurano, 99 % (Sigma-Aldrich)
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6.3 Procedimiento experimental

6.3.1 Espectroscopia UV-Vis

e Preparacion de solucion etanol-agua.
Se prepararon 100 mL de una solucion al 40:60 v/v de etanol: agua. Se midieron
40 mL de etanol con una probeta de 100 mL, posteriormente se mezclaron con
60 mL de agua destilada.

Los espectros de absorcion se obtuvieron con ayuda del software UV WinLab©
(Perkin Elmer, Waltham, MA, E.U.A.), cada 1 nm desde 190 a 700 nm con una celda
de cuarzo de 1 mm de paso 6ptico. Se usé como blanco la solucion etanol- agua
con proporcion 40:60 v/v.

Los datos ya procesados fueron guardados en formato ASCIl, compatibles con el
programa Excel y posteriormente se realizo la matriz del conjunto de datos.

6.3.2 Analisis por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion

e Preparacion de la curva de calibrado.

Se prepararon soluciones en nueve niveles de concentracion 0.1, 0.5, 1, 3, 5, 10,
15, 20, 25 mg/L diluyendo volumenes apropiados de la solucion estandar
concentrada en matraces volumétricos de 5 mL con solucion 25 % metanol. Cada
nivel se preparé por triplicado. (Ver anexo lll).

e Preparacion de muestra

Se tomaron 500 pL de muestra con una micropipeta para depositarlos en un matraz
volumétrico de 1 mL aforado con agua desionizada. Cada muestra fue preparada
por triplicado.

e Condiciones cromatograficas

La separacion cromatografica se realizd con una columna Eclipse XDB-C18 de
medidas 4.6 x 250 mm y diametro de particula de 5 pm, como fase movil metanol
(A) y agua (B) en un gradiente lineal. Las condiciones se presentan en la Tabla 2.
El tiempo total de analisis fue de 20 min. La columna se mantuvo a 40 °C. El
volumen de inyeccion fue 20 pL. Los analitos se monitorearon a una longitud de
onda de 280 nm.
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Tabla 2. Gradiente de la fase movil utilizado para la separacion.
Tiempo (min) % A % B Flujo (mL/ min)
0.0 10.0 90.0 1.0

10.0 70.0 30.0 1.0

15.0 70.0 30.0 1.0

Tiempo de 5
equilibrio (min)

El agua desionizada usada como fase mavil se filtré diariamente con una membrana
de 0.45 pym de diametro de poro. Ambas fases moviles fueron sometidas a
desgasificacion con ultrasonido en bano de agua antes de su uso.

La adquisicién y procesamiento de los datos cromatograficos se hizo a través del
software Chemstation de Agilent.

6.4 Analisis quimiométrico

e Construccion de matrices

Con los datos en Excel se construyo la matriz de los resultados en forma de tabla.
Dicha matriz se nomin6 con datos importantes para la identificacion de esta; los
conjuntos de datos se colocaron en 1 columna, la clave del tequila y en renglones
las variables (longitud de onda o tiempo, seglin sea el caso), el resultado se
representa en la Figura 9 a) y b). A partir de dicha matriz es posible tratar los
datos en el software correspondiente con sus debidas modificaciones segun la
técnica.

A B C D E F G

N o] P Q
2 Creado por Marisol Gutierrez y Ana Laura Vega _
3 Valores de absorancia de los tequilas CRT en Espectrofotometro UV-Vis Lab 10
4 Brutos
5 15 de Octubre del 2018
B 28 de Agosto del 2019 (Actualizada)
. T
9
10 |# %Etanol 700 699 698 697 696 695 694 693 692 691 690 689 688 687 68
n 28 0.00098 0.00103 0.00103 0.00094 0.00101 0.00102 0.00101 0.00105 0.00099 0.00109 0.00108 0.00101 0.00105 0.00112 0.0011
12 26 6.00E-05 -8.00E-05 -6.90E-05 -6.00E-05 8.00E-05 -2.00E-05 0 6.90E-05 -6.90E-05 6.00E-05 -3.00E-05 -0.00014 -8.00E-05 -2.00E-05 -6.90E-0
13 30 0.00042 0.00052 0.00044 0.00031 0.00042 0.00042 0.00042 0.00036' 0.00047 0.00039 0.00055 0.00041 0.00048 0.00042 0.0003
14 28 -0.00016 -0.00022 -0.00023 -0.0003 -0.00017 -0.00019 -0.00021 -0.00027 -0.00024 -0.00021 -0.00012 -0.00039 -0.00027 -0.00022 -0.0002
15 38 -0.00038 -0.00038 -0.00045 -0.00043 -0.00032 -0.00046 -0.00041 -0.00046 -0.00043 -0.00053 -0.00047 -0.00053 -0.00048 -0.00048 -0.000
16 34 0.00038 0.00037 0.00044 0.00035 0.00037 0.00039 0.00034 0.00038 0.00034 0.00035 0.00041 0.00032 0.00037 0.00047 0.0004
17 28 0.00036 0.00036 0.00032 0.00031 0.00033 0.00032 0.00028 0.00029 0.00039 0.00038 0.00033 0.00021 0.00029 0.00041 0.000
18 34 0.00023 0.00032 0.0003 0.0003 0.00023 0.00025 0.00023 0.00028 0.00019 0.00033 0.0003 0.00018 0.00028 0.00031 0.0003
19 28 0.00107 0.00111 0.00106 0.00105 0.001 0.00113 0.00107 0.00106 0.00102 0.00116 0.00115 0.00109 0.00111 0.00116 0.0011
20 28 5.00E-05 0.00012 0.00013 4.00E-05 2.00E-05 0.0001 0 3.00E-05 2.00E-05 6.90E-05 0.00012 -5.00E-05 2.00E-05 0.0001 0.0001
2 28 0.00026 0.00028 0.00034 0.00021 0.0002 0.00018 0.00019 0.00013 0.00019 0.0002 0.00028 0.00017 0.00017 0.00025 0.0003
26 0.00026 0.00027 0.0002 0.00016 0.00026 0.00024 0.00028 0.00035 0.00024 0.00026 0.00034 0.00013 0.00018 0.00029 0.0002
23 30 -0.00046 -0.00048 -0.00033 -0.00055 -0.00032 -0.00045 -0.00046 -0.00045 -0.00043 -0.00045 -0.00044 -0.00056 -0.00053 -0.00045 -0.0004
» Matrizporcajas | Ordenada | DAyTB | TA | GRAFICA HDJES Luadmgs SCORES AUTES 2¢ . @ ] y

Figura 9 a). Matriz utilizada para el analisis qu1miométrico con datos UV-Vis.
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A B C D E F

1
2 Creado por Marisol Gutierrez y Ana Laura Vega
3 Valores de absorancia de los tequilas CRT en HPLC
4 Brutos
5 1 de Septiembre del 2019
6
7
8
9
10 TIEMPO -0.0408333 -0.0341667 -0.0275 -0.0208333 -0.0141667 -0.0075
n -0.0052452 -0.0066757 -0.0066757 -0.0061989 -0.0061989 -0.0061983
12 0.06961823 0.06914139 0.06914139 0.06961823 0.0705719 0.07247925
13 0.00190735 0.0038147 0.00619888 0.00905991 0.010439042 0.00905991
14 0.06246567 0.06484985 0.06434985 0.06389618 0.06198883 0.06008143
15 0.06723404 0.06866455 0.0705713 0.0743866 0.07820129 0.07915497
16 0.08153915  0.0834465 0.08535385 0.08678436 0.08865171 0.0910759
7 0.05912781 0.05674362 0.0538826 0.05102158 0.04863739 0.04673004
18 -0.0529289 -0.0529289 -0.0519753 -0.0495911 -0.0476837 -0.0472069
19 0.02384186 0.02479553 0.02527237 0.02479553 0.0243187 0.02622604
20 0.05197525 0.05245209 0.05292892 0.05340576 0.05435944 0.05722046
21 0.07486343 0.07677078 0.07867813 0.08010864 0.08153915 0.08153515
22 0.11014938 0.10967255 0.11014538 0.10967255 0.11014938 0.11205673
23 0.09727478 0.09822845 0.1001358 0.10156631 0.10299683 0.10442734
24 0.01764297 0.02002716  0.020504 0.01859665 0.01764297 0.01764297
25 0.02336502' 0.02336502 0.0243187 0.02574921 0.02765656 0.02813339

. ... | Muestras | BlancosGenex | ReposadosGenex @®

-0.0008333 0.00583333 0.0125 0.01916667 0.02583333 0.0325 0.03916667
-0.0042515 -0.0023842 -0.0004768 0.00143051 0.00524521 0.00858307 0.01043042
0.07581711 0.07820129 0.08106232 0.08392334 0.08535385 0.08535385 0.08440018
0.00572205  0.00150735 -0.0004768 -0.0004768 0.00143051 0.00476837 0.0076293%
0.06008148 0.06151198 0.06389618 0.06532669 0.06580: 0.06580: 0.06628036.
0.07915497 0.07867813 0.07867813 0.07867813 0.07772446 0.07772446 0.07820129
0.09155273  0.0910759 0.09155273 0.09250641 0.09298325 0.0910759 0.08869171
0.04768372 0.04911423 0.05102158 0.05245209 0.0538826 0.05578995 0.05722046
-0.0481606 -0.0451142 -0.0500679 -0.0524521 -0.0538826 -0.0534058 -0.0519753
0.02861023 0.0295639 0.03004074 0.02194805 0.03433228 0.03671646 0.03767014
0.06008148 0.06341934 0.06771088 0.07200241 0.07629395 0.07867813 0.08010864
0.08201599 0.08296967 0.08332334 0.08583069 0.08821487 0.09059906 0.09155273
0.11491776 0.11825562 0.1206358 0.12302393 0.1244545 0.12433134 0.1244545
0.10633469 0.10681152 0.10824203 0.11110306 0.11539459 0.11968613 0.12159348
0.01859665 0.01955032 0.02193451 0.02479553 0.02527237 0.02384186 0.02288818
0.02861023  0.02813339 0.02765656 0.02765656 0.02308707 0.03194803 0.03433228
Ll

4
z

METODOLOGIA

0.04583333 0.0525 0.05916667
0.01144405 0.01382828 0.01716614
0.08296967 0.08010864 0.07677078
0.01096725 0.01478195 0.01716614
0.06723404 0.06914139 0.07104874
0.07629395 0.07343292 0.07104874
0.08821487 0.08321487 0.08773804
0.05912781 0.06151139 0.06437302
-0.0514984 -0.0519753 -0.0510216
0.03910065 0.03957748  0.041008
0.08106232 0.08249283 0.0834465
0.0910759 0.09155273 0.09155273
0.1244545 0.12540817 0.12636185
0.12350082 0.12493134 0.12588501
0.02336502 0.02384186 0.02336502
0.03528595 0.03576279 0.03528595

Figura 9 b). Matriz utilizada para el analisis quimiométrico con datos de HPLC.

e Identificacion de las muestras

Para identificar a las muestras en los modelos quimiométricos, se les asignd una
clave, un color y un simbolo, descritos en la Tabla 3.

Tabla 3. Simbologia de las muestras utilizadas.

Categoria

Clave

Simbolo y color Software
Genex®o.

Simbolo y color
Software Matlab®©

Calibraciéon | Validacion

Calibracion | Prediccion

Destilado/licor de Agave

DA

o A

@) O

Tequila Blanco*

B

TMB

A A

Tequila Reposado*

TR

TMR

A A

Tequila Anejo y
extra-anejo

TA

A A

O
® O
@ O

*En caso de pertenecer a la clase de tequilas mixtos se agrega una “M” a la clave, para identificarlo.
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e Software GenEx© (MultiDAnalysis AB, Gotemburgo, Suecia)
Este software se utilizo para realizar los modelos quimiométricos de Analisis de
Componentes Principales (PCA), Analisis Cluster (CA) y Support Vector Machines
(SVM).

e Software Matlab® (MathWorks, EUA.)

Con este software se trabajaron los modelos de las técnicas supervisadas: PCA-DA
y KNN.

6.5 Andlisis estadistico

Software: Statgraphics XVIII ®

Para la curva de calibracion: analisis de varianza (ANOVA) y el método de minimos
cuadrados.

Para el estudio de las muestras: analisis de normalidad con la Prueba Shapiro-Wilk
y Kolmogorov-Smirnov, posteriormente se realizé una Prueba Kruskal Wallis para
estimar diferencias estadisticamente significativas de los datos obtenidos del
contenido furanico entre los tequilas auténticos y destilados de agave, con un nivel
de confianza al 95 %.
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7. RESULTADOS Y ANALISIS
PRIMERA PARTE

ANALISIS DE LOS METODOS
7.1 Analisis espectral UV-Vis

En la Figura 10 se presentan los espectros de absorcidon obtenidos en la region de
190 a 700 nm; la banda de absorcion de los tequilas auténticos es
significativamente mas intensa con respecto a practicamente todos los destilados
de agave.

4.5 - Destilado de agave
— Tequila Blanco
4 — Tequila reposado
a5 — Tequila afejos

= Absorbancia
a1 N (63 w

[E

0.5

190 290 390 490 590 690
Longitud de onda

Figura 10. Espectros de absorcion UV-Vis de 140 tequilas auténticos (64 tequilas blancos, 42
reposados, 25 anejos y 9 extra-anejos) y 35 destilados de agave de 190 a 700 nm.

Con el fin de mostrar las tendencias de una manera explicita, en la Figura 11 se
colocd un espectro representativo para cada clase de tequila y un destilado de
agave. Es posible observar el cambio de amplitud de las bandas; en el caso de los
tequilas auténticos, conforme aumenta el tiempo de afejamiento, la absorbancia
es mayor, ya que el nUmero de componentes organicos se incrementa.
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Se observan maximos en 192 nm, 280 nm, 370 nm; tales bandas se atribuyen a
moléculas con estructuras insaturadas. En la region el ultravioleta cercano salen a
relucir componentes organicos que se generan en el proceso de obtencion de estas
bebidas alcohdlicas, en especial en las etapas de coccidon, fermentacion y en
algunos casos de anejamiento. Cada marca comercial de las bebidas tiene una
mezcla caracteristica de estos compuestos organicos (furfural, 5-metilfurfural, 2-
acetilfurano) que dan lugar a la banda ancha en la region de 250 a400 nm cuyo
maximo esta alrededor de 280 nm [61]. Por otro lado, en la region del visible en
la zona comprendida de 380 a 480 nm absorben los colores violeta-azul que
corresponde a los colores observados en la mayoria de los destilados de agave y
bebidas anejadas.

25 ——Tequila Anejo
—Tequila
2 Reposado
——Tequila Blanco
L Destilado de
© : Agave
(9]
[
(5
€1
w
el
<
0.5
0 :
190 240 290 340 390 440 490

Longitud de onda

Figura 11. Espectros tipicos de cada tequila auténtico (tequila blanco, reposado y afnejo) y
un destilado de agave de 190 a 500 nm.

7.2 Analisis cromatografico

Dado que los compuestos furanicos contribuyen en gran medida a la banda
caracteristica de 280 nm del espectro UV-Vis [61]. Se analizaron 4 furanos: el 5-
hidroximetifurfural (5-HMF), el furfural (FUR), 2-acetilfurano (2-AF) y 5 -
metilfurfural (5-MF) en tequilas auténticos y en destilados de agave por HPLC.
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7.2.1 Adecuacién del método Cromatografico

Inicialmente fue necesario un procedimiento de adecuacién para el buen
desempeno del método cromatografico, asi que se evalud la elucion de los analitos
con una columna Zorbax Eclipse XDB-C18 15 cm (5 pm, 4.6 x 250 mm), T=40 °C,
flujo 1 ml/min y una proporcion metanol: agua al 25 % en modo isocratico; es decir
que el poder de elucion de la fase mavil se mantuvo constante durante el analisis.
Esto debido a que los analitos poseen similar polaridad, segln la propiedad de las
moléculas de estudio como se menciond en el capitulo dos.

Este procedimiento resulto adecuado para las primeras mediciones, pero conforme
se midieron mas muestras, los picos empezaron a perder eficacia, como se muestra
en la Figura 12, se presentaron problemas de simetria, como picos ensanchados
y/0 dobles lo que se atribuye a interacciones secundarias de analitos con la fase
estacionaria, debido posiblemente a residuos acumulados provenientes de la
complejidad de las muestras, sobre todo de las muestras de destilados de agave y
tequilas anejados.

mAu
30 !

25 T—— N )

: |

0

I I 1 i ! '
— 0 2 4 6 8 10 12 min

Figura 12. Cromatogramas HPLC de muestras de Tequilas Auténticos en mediciones
consecutivas: a) Tequila mixto joven 8 (TMJ 8), b) Tequila mixto joven 7 (TMJ 7) y c) Tequila
mixto blanco 11 (TMB 11). (1) FUR (2) 2-AF (3) 5-MF.

Condiciones: columna Zorbax Eclipse XDB-C18 15 cm (5 pm, 4.6 x 250 mm), T=40 °C, flujo 1
mL /min, vol. Iny. 20 pL, isocratico 25 % metanol. A= 280 nm.
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Por lo tanto, se modificaron las condiciones cromatograficas, se utilizd una
columna Eclipse XDB- C18 15 cm (5 pm, 4.6 x 250 mm), T=40 °C, flujo 1 mL/min,
vol. Iny. 20 pL, se empled como fase moévil metanol: agua, con gradiente lineal: 0
min-10 % metanol, 10 min-70 % metanol, con 20 min de analisis completo; de esta
forma se eluyen otros compuestos presentes en las muestras inyectadas. Los
resultados fueron favorables; los picos estan bien resueltos y la senal de cada
analito corresponde con la senal de referencia. Esto se repitio con todas las
muestras. En la Figura 13. se presentan los cromatogramas de mediciones
consecutivas obtenidas bajo el sistema cromatografico optimizado.

mAu

100 4‘
80 | ‘
2 BN
80 — I‘l‘l‘ |‘|‘ | a)
I‘ R _ _ (_/J‘ _ ] | A o S
| |
v IJ\ | “\ b)
\ u'\ﬁ_ﬂ e
20 | 1
c)
A I‘_,_Jj\ /\_L,FL ——— T
0 T T T T T T T
—0 2 4 6 8 10 12 min

Figura 13. Cromatogramas HPLC de muestras de Destilados de agave en mediciones
consecutivas: a) Licor de agave 18 (LA 18) b) Destilado de agave 20 (DA 20) c) Destilado de
agave 25 (DA25). (1) 5-HMF (2) FUR (3) 2-AF (4) 5-MF.

Condiciones: columna Eclipse XDB- C18 15 cm (5 pm, 4.6 x 250 mm), T=40 °C, flujo 1TmL/min,

vol. Iny. 20 L, gradiente lineal: 0 min 10 % A, 10 min 70 % A. A= 280 nm.

La siguiente Figura 14. corresponde a los cromatogramas de una solucion estandar
a 5 mg/L que contiene los 4 compuestos furanos y dos muestras de tequilas
auténticos para demostrar la concordancia de cada pico. El primer compuesto que
se eluye es el 5-hidroximetilfurfural con un tiempo de retencién de 5.52 min,
después el furfural con un tiempo de retencion de 6.53 min, posteriormente el 2-
acetilfurano aparece a 8.21 min y por ultimo el 5-metilfurfural que aparece a los
8.73 min.
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Figura 14. Cromatogramas HPLC a) Solucion estandar de 5 mg/L, b) Tequila reposado, c)

Tequila joven. (1) 5-HMF (2) FUR (3) 2-AF (4) 5-MF.

Condiciones: columna Eclipse XDB- C18 15 cm (5 pm, 4.6 x 250 mm), T=40 °C, flujo 1 mL/min,
vol. Iny. 20 pL, gradiente lineal: 0 min 10 % A, 10 min 70 % A. A= 280 nm.

7.2.1.1 Repetibilidad del método

La repetibilidad inter-dia del método se evaludé a partir de la preparacion de 2
niveles de concentraciones: inferior y superior, medidas tres veces en tres dias
diferentes. Como vemos en la Tabla 4, las variaciones en los datos son menores al
3 % (parametro optimo), y por lo tanto son aceptables.

Tabla 4. Resultados de repetibilidad inter-dia para los furanos

Analito Concentraciones Coeficiente de
(mg/L) variacion (%)

5-HMF 1 1.81
10 2.35

FUR 3 2.4
15 1.92

2-AF 3 2.91
15 1.47

5-MF 1 2.87
10 2.30

Ver anexos V a VIIl. Resultados para la repetibilidad inter-dia.
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7.2.1.2 Linealidad de la curva de calibracion

Se realizd una curva de calibracion en las condiciones cromatograficas optimas
para cada analito en un intervalo de 0.1 a 25 mg/L, con 9 niveles de concentracion
con 3 réplicas. Se estudiaron los parametros de linealidad, resumidos en la Tabla
5, con analisis estadisticos; por el método de minimos cuadrados se obtuvo la
ecuacion de la recta de cada compuesto, con un coeficiente de correlacion r >0.99,
valor muy cercano a la unidad, por lo que existe una correlacion lineal entre las
dos variables dentro del intervalo de trabajo. En la tabla de ANOVA se obtuvo un
valor-P menor que 0.05, que corrobora la relacion estadisticamente significativa
entre area de cada compuesto furano y la concentracion (mg/L) con un nivel de
confianza del 95.0 %.

Tabla 5. Parametros de linealidad con intervalo de confianza al 95 %.

Analito Int(er:':g)to Pendiente Homocedasticidad r?
5-HMF 6.72+45.18 183.038 +3.76 cumple 0.998
FUR -5.55+46.99 123.175+3.90 cumple 0.994
2-AF -5.19+49.20 131.292+4.09 cumple 0.995
5-MF 14.64+24.87 100.32+2.06 cumple 0.998

Ver en anexo IX al XII. Graficos de linealidad y homocedasticidad

7.2.1.3 Analisis de efecto matriz

Este analisis tiene gran importancia en la mayoria de los estudios analiticos que
involucran muestras de composicion compleja que requieran un pretratamiento
para la limpieza de interferentes y la concentracion de los analitos de interés. EL
efecto matriz provoca un error sistematico en el recobro generado por la variacion
de la respuesta instrumental en la muestra problema.

En este caso es importante hacer notar que la complejidad quimica de un tequila
es muy diversa ya que depende del proceso de elaboracidn propio de cada Casa
Tequilera (tipo de agave, tiempo de anejamiento, tipo de barrica, entre otras). La
manera de realizarlo seria por el método de adiciones patréon donde se agregaria
una concentracion conocida del estandar a una muestra problema a tres niveles
de concentracion.

Vale la pena mencionar que no hay evidencia en la literatura de que existan

componentes que generen un efecto matriz en la determinacion de furfurales
mediante el analisis directo de la muestra de acuerdo con Muiioz-Muioz [62]. Aun
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con la aplicacién de un método de pre-concentracién como la extraccion en fase
solida, no se demostrd un efecto matriz en esta determinacion [11].

Por lo anterior, se puede asumir que los recrobros en promedio son cercanos a
100 % y los analitos se pueden determinar con una curva de calibracion por
estandar externo.

7.2.1.4 Limites de deteccion y cuantificacion

Se calcularon los limites para tener la fiabilidad de que el analito se detecta y
cuantifica correctamente bajo las condiciones del método, sin error sistematico.
En la Tabla 6 se muestran los valores para cada compuesto furanico, los cuales se
obtuvieron a partir de la relacién senal/ruido.

Tabla 6. Resultados de limite de deteccion y limite de cuantificacion.

5-HMF FUR 2-AF 5-MF
LD (mg/L) 0.03 0.05 0.02 0.02
LQ (mg/L) 0.08 0.16 0.06 0.08

7.2.5 Analisis de muestras problema

La Figura 15 presenta ejemplos de cromatogramas obtenidos para cada tipo de
muestra analizado. Todos muestran los 4 picos correspondientes a los cuatro
furanos antes mencionados, a excepcion de los tequilas blancos, en el cual sélo se
detectan 3 (FUR, 2-AF, 5-MF), por lo que, cualitativamente el 5-HMF fue util para
diferenciar entre tequilas blancos (TB) y destilados de agave (DA). En los tequilas
reposados y anejos hay presencia de un quinto pico que aparece a 9.3 min, se
podria atribuir a compuestos que aparecen en la etapa de afejamiento puesto que
las muestras son sometidas a esta etapa. Al tratarse de un analisis en fase reversa
los analitos no polares que se intuye estan presentes podrian ser el metil-2-furoato
[12].
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Figura 15. Cromatogramas HPLC de cada tipo de muestra. a) Tequila reposado, b) Tequila
joven, c) Destilado de agave, d) Tequila blanco, e) Tequila afejo. (1) 5-HMF (2) FUR (3) 2-AF

(4) 5-MF.

Condiciones: columna Eclipse XDB- C18 15 cm (5um, 4.6 x 250 mm), T=40 °C, flujo 1 ml/min,

vol. Iny. 20 pL, gradiente lineal: 0 min 10 % A, 10 min 70 % A. A= 280 nm.

pdg. 40



RESULTADOS Y ANALISIS SEGUNDA PARTE

SEGUNDA PARTE
CUANTIFICACION DE FURANOS

7.3 Prueba de normalidad

Posterior al analisis cromatografico y demostrada la confiabilidad de la curva de
calibracidn, se cuantificaron los compuestos furanicos; a los datos obtenidos se les
realizé la prueba de normalidad Shapiro Wilk a DA, TR y TA, y la prueba
Kolmogorov-Smirnov para TB debido al nUmero de muestras. Los resultados se
observan en la Tabla 7, el valor de P es menor a 0.05 en todos los casos, a
excepcion del TA en FUR y TR en 2-AF, lo cual indica que los datos no tienen una
distribucion normal, por lo tanto se opto por utilizar estadistica no paramétrica
para la representacion de los datos.

Tabla 7. Valor-P de prueba de normalidad.

Prueba Shapiro Wilk Koémqgorov
-Smirnov
Tipo de bebida (n) | DA (35) TR (42) TA (34) TB (64)

Compuesto 5-HMF

Valor-P 2.93x101° | 1.56x10% | 6.61x107°
Compuesto FUR

Valor-P 4.37x10° | 2.45x108 0.25 0.00
Compuesto 2-AF

Valor-P 1.01x10”7 0.11 0.04 0.03
Compuesto 5-MF

Valor-P 4.37x10°° 0.0 0.00 0.04

Ver graficas en los anexos del XIII al XVI.
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RESULTADOS Y ANALISIS

furfural,

SEGUNDA PARTE

2-acetilfurano y 5-

Como los datos no siguieron una distribucion normal, estos se representaron con
la mediana y su intervalo correspondiente, para contar con un panorama adecuado
de los contenidos de furfurales en cada bebida alcohdlica. En la Tabla 8 se observa
que en todos los casos el destilado de agave es la bebida que contiene menor
contenido de furfurales; el furfural es el analito de mayor concentracion en todas

las bebidas analizadas.

Tabla 8. Concentracién de furanos en muestras de destilados de agave y tequilas auténticos
suministrados por el Consejo Regulador del Tequila.

Tipo de muestra DA B TR TA I\éigiearr:l\
(n) 35 | 649 | @ | 34 ma/L)
Compuesto 5-HMF (mg/L)
Mediana 0 *ND 0.24 0.46 0.24
minimo 0 *ND 0 0
maximo 2.95 *ND 3.37 8.65
Compuesto FUR (mg/L)
Mediana 0.87 6.03 3.28 10.61 4.66
minimo 0 0.37 0.37 1.07
maximo 9.48 64.23 18.95 22.54
Compuesto 2-AF (mg/L)
Mediana 0.28 1.47 2.03 2.74 1.75
minimo 0 0.30 0.32 0.34
maximo 1.59 9.52 4.64 7.38
Compuesto 5-MF (mg/L)
Mediana 0.46 4.94 3.24 9.46 4.09
minimo 0 0 0 0.69
maximo 6.88 40.84 16.57 33.88

*ND= no detectado, *<LC= limite de cuantificacion.
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Al observar el contenido de la Tabla 8, se planted la siguiente pregunta: ;Las
concentraciones de cada furfural son similares en tequilas y diferentes en
destilados de agave? de ser asi, esta podria ser una razon quimica y
estadisticamente importante para diferenciarlos.

Para conocer la respuesta se llevé a cabo un analisis de medianas con la prueba
Kruskal Wallis; el resultado del valor P se muestra en la Tabla 9 y nos indica que,
para todos los casos, hay poca probabilidad de que las medianas sean similares con
un nivel del 95.0 % de confianza.

Tabla 9. Valor-P de la prueba de Kruskal-Wallis para cada analito.

Compuesto 5-Hidroximetil Furfural 2- acetil 5-metil
P furfural furfural furfural
Valor-P 8.77x1012 6.01x1012 0.00 7.94x10' M

Para identificar la bebida que determina la diferencia es necesario observar la caja
y bigotes de la Figura 16; si las muescas se traslapan, significa que no existe
diferencia significativa entre ellas. En la Figura 16 (a) para 5-hidroximetilfurfural
Unicamente se sobreponen las muescas de TRy TA, lo que quiere decir que no hay
diferencia entre estas pero si entre los tequilas auténticos y los destilados de
agave; en los DA el bigote derecho desaparece, puesto que, la concentracion de
5-HMF de la mayoria de las muestras estan alrededor de cero.

En la Figura 16 (b) ninguna muesca se sobrepone, siendo la diferencia significativa
para todas las bebidas alcohdlicas. La bebida con mayor concentracion de FUR es
una muestra de los tequilas blancos. Los tequilas afnejos no mostraron datos fuera
del rango.

La Figura 16 (c) claramente muestra el traslape de las muescas en todos los
tequilas auténticos, pero los destilados de agave marcan la diferencia. Los tequilas
reposados no mostraron datos fuera del rango.

Para la Figura 16 (d), se observa que las muescas de los tequilas blancos y
reposados se sobreponen; sin embargo, ningun tequila se sobrepone con los
destilados de agave, indicando la diferencia; por la distribucion de la caja de la
mayoria de las bebidas (a excepcion de TR), podemos decir que el contenido de 5-
MF se agrupa a concentraciones mayores. Los tequilas reposados no mostraron
datos fuera del rango.

En la mayoria se observan puntos fuera de las cajas los cuales corresponden a

muestras con contenidos altos que sobrepasan el nivel maximo y debido a la
variabilidad de las muestras no es posible considerarlas andémalas.
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Figura 16. Caja y bigotes con muesca de muestras de tequilas auténticos y destilados de agave.
a) 5-HMF b) Furfural c) 2-acetilfurano d) 5-metil furfural.

7.5 Contenido de Furfural de acuerdo con la NOM-006

Como se menciond en los antecedentes, la NOM-006-SCFI-2005 [2] regula el
contenido de Unicamente el furfural, no puede rebasar los 4 mg/100 mL de alcohol
anhidro. En la Figura 17 se encuentra el porcentaje de bebidas analizadas que
cumplen con la NOM, el 100 % de los tequilas reposados cumplen con la NOM-006.

La razon por la que la NOM-006 regula estos compuestos es por efecto en la salud
de los consumidores, cuyo efecto se asocia con la generacion de adenomas y
carcinomas hepatocelulares [62].
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Porcentaje de muestras que cumplen el
contenido de FUR de la NOM-006
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Figura 17. Grafico de barras para furfural, del porcentaje de muestras que
cumplen el contenido de FUR de la NOM-006.

Asimismo, algunos articulos mencionan que a mayor cantidad de los compuestos
furanicos menos eficiencia hay en la fermentacion de los jugos [63].

7.6 Comparacion entre los métodos UV-Vis y HPLC

A continuacion, se comparan los resultados obtenidos por las dos técnicas
analiticas, HPLC y UV-Vis. La Figura 18 a) muestra el cromatograma de los
furfurales de un tequila de cada clase y un destilado, mientras que la Figura 18 b
presenta sus espectros correspondientes. Se puede observar que la altura de los
picos se incrementa en proporcién con la intensidad de la banda ancha (Amax~280
nm) de los espectros, es decir, la altura del pico y la intensidad de la banda
aumenta a medida que la concentracion de los compuestos furanicos aumenta.
Esto se debe a que mayor grado de maduracion de estas bebidas, mayor es el
numero y contenido de compuestos furanicos. En el caso de los tequilas, se puede
constatar en la Figura 18 a) que a medida que el tequila es mas ainejo, el nUumero
y la intensidad de los picos cromatograficos aumenta y asi mismo el ancho de la
banda de espectro.

En la Figura 18 b, para las bebidas anejadas, se observan picos que eluyen en un
tiempo mayor de 9 min, los cuales en la presente tesis no fueron identificados,
aunque el CONACyYT reconoce que las bebidas con proceso de maduracion
contienen marcadores fenolicos que los diferencian del resto; ademas, se tiene
conocimiento de que la industria de las bebidas alcohdlicas tiene permitido anadir
colorante caramelo o bien existe la presencia de extractos de roble a causa del
uso de barricas de roble. Algunos de los compuestos posiblemente presentes
serian: vainillina y siringaldehido [12], que efectivamente se forman en el reposo
y/0 envejecimiento de la bebida que en tequilas anejos abundan.
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Figura 18. Representacion de resultados de cada método para cada tipo de muestras (DA 20,
TB 74, TR 100 y TA 68).
a) Cromatograma con la separacion de los diferentes furfurales b) Espectro UV-Vis de 220 a
440 nm.

En la industria siempre se busca un método analitico que permita la obtencion de
resultados rapidos y confiables; particularmente en la industria de bebidas
alcohdlicas se sigue estrictamente la NOM-006-SCFI-2005 [2]; sin embargo, resulta
buena opcion llevar a cabo un analisis discriminante para identificar las bebidas
destiladas reguladas como los tequilas y aquellas que no lo estan como los
destilados de agave utilizados en este trabajo.

Por otro lado, como se habia mencionado previamente, la generacion de
compuestos furanicos se originan a través de la reaccion Maillard durante el
proceso de coccion de las cabezas de agave para producir azucares fermentables
[62].

La Figura 19 presenta las concentraciones de los compuestos furanicos vs la
absorbancia maxima a 280 nm para las diferentes clases de tequila y destilados de
agave. Se puede observar que esta absorbancia guarda una relacion directa con las
clases de tequila y destilados de agave. La intensidad de esta banda es mayor en
todas las clases de los tequilas en comparacion con los destilados, es decir, la
concentracion de furanos es considerablemente menor en comparacién con
aquéllas de los tequilas auténticos.
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Al comparar los contenidos entre las 3 clases de tequilas, se puede constatar que
el 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) no se detecto en los tequilas blancos, mientras
que 5-metilfurfural (5-MF) y el furfural (FUR) son compuestos predominantes en
todas las clases de tequilas.

Destilado de Agave

Tequila Blanco

Tequila Reposado

Tequila Afiejo

12

10

A&

a5 .
FUR

Ay A HMF

Absorbancia

TA TR B DA

Figura 19. Grafico comparativo. Clases de tequila y destilados de agave en funcion de la
concentracion en mg/L de furanos y UA=Absorbancia a 280 nm.
5-MF=5-metilfurfural, 2-AF=2-acetilfurano, FUR= furfural, 5-HMF=5-Hidroximetilfurfural.
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TERCERA PARTE
ANALISIS QUIMIOMETRICO

7.7 Analisis quimiométrico UV-Vis

Se realizo el analisis quimiométrico con los datos obtenidos en la técnica de UV-
Vis, para lograr una separacion entre destilados de agave y tequilas auténticos
mediante esta técnica.

Antes de iniciar el analisis discriminante es necesario visualizar un modelo de
analisis de componentes principales, el cual ayuda a tener una idea previa del
comportamiento de las muestras, por lo cual se decidié analizar las muestras de
tequilas auténticos por clase.

7.7.1 Andlisis de Componentes Principales (datos brutos) con UV-Vis

Se realizo un PCA con el propdsito de encontrar un modelo 6ptimo que nos permita
diferenciar, en primera instancia, entre los tequilas auténticos y los destilados de
agave, para posteriormente llevar a cabo técnicas quimiométricas supervisadas.

Dado que en los espectros del tequila la intensidad de la banda en torno a 280 nm
depende de la clase, se decidié construir modelos de cada clase de tequila contra
destilados de agave, para evitar que la varianza en el PCA se enfocara en separar
las muestras por clase y no diferenciar los destilados de los tequilas como es el
objetivo del presente trabajo.

7.7.1.1 Destilados de agave vs. Tequilas blancos

En la Figura 20 se muestran los espectros UV-Vis en el intervalo de 200 a 400 nm
utilizado para el modelo 6ptimo. Se tomo ese intervalo debido a que se encuentra
una banda ancha alrededor de 280 nm caracteristica de los tequilas auténticos; en
este caso, la mayoria de los tequilas blancos, la intensidad de esta banda es de
mayor intensidad con respecto a los destilados; sin embargo, no es el caso de todos
los tequilas blancos.
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=== Destilado de Agave

=== Tequila Blanco
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Longitud de onda

Figura 20. Espectros de absorcion UV-Vis de 64 tequilas blancos auténticos y
35 destilados de agave de 200 a 400 nm.

Muestras atipicas

Durante el analisis fueron descartadas 5 muestras, 3 destilados de agave: DA 28,
DA 29y LA 14,y 2 tequilas blancos: TB 50y TB 6-A, por estar mal agrupados.

Para justificarlo se activaron las muestras atipicas en el PCA 6ptimo. En la Figura
21, se ubican un poco separadas del resto de tequilas blancos, como se observa en
la Figura 22 la absorbancia de esas muestras (linea punteada) es mayor en
comparacion con las demas.

----- TB6-A

e TBS0

——TB tipico

Absorbancia

Longitud de onda

Figura 21. Diagrama de scores de PCA optimo  Figura 22. Espectros de absorcion UV-Vis de

de tequilas blancos y destilados de agave, tequilas blancos descartados del PCA 6ptimo
subespacio PC1-PC2 con TB 50 y TB 6-A y un TB tipico de 200 a 400 nm.
activadas.
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En el caso de los destilados de agave, al activar dichas muestras en el diagrama de
scores como se muestra en la Figura 23, se localiza el DA 28 y LA 14, separadas
del conjunto de destilados, gastando la varianza en separar dichas muestras del
resto (tequilas blancos y destilados); el destilado DA 29 se ubica en el grupo de los
tequilas, y es que en efecto, al observar su espectro en la Figura 24, éste es muy
similar a un tequila blanco mixto; en cuanto los espectros de las muestras DA 28 y
LA 14, se presentan con una intensidad superior a la de incluso de un tequila blanco
y no a la de un destilado tipico.

DA tipico
—TB tipico
DA29
DA28
; 0 LA14

DA28
LA14

TS~~~ DA%

T T T
-75 -70 -B5 -B0 -55 -50 -45 -40 -35 -30 -25 .20 45 -10 -5 0 5 10 15

o —_—
200 220 240 260 280 300 320 340 380 330 400
Longitud de onda

Figura 23. Diagrama de scores, subespacio Figura 24. Espectros de absorcion UV-Vis de

PC1-PC2 6ptimo de tequilas blancos y destilados de agave descartados (DA 29, DA 28
destilados de agave, con DA 28, DA 29y LA y LA 14) del PCA 6ptimo, un TB y DA éptimos
14 activadas. de 200 a 400 nm.

Indagando sobre la informacioén en las etiquetas de las muestras DA 28 y DA 29, se
encontré que dichos destilados son producidos por la misma destileria, llamada
“Destileria Maria de la Paz S.A de C.V” ubicada en Silao, Guanajuato, México. En
la etiqueta de ambos destilados dice que son elaborados con agave tequilana
Weber var. Azul, no llamados “tequilas” posiblemente porque Silao no es un
municipio con denominacion de origen y que por tanto no cumple con la NOM-006-
SCFI1-2005 [2].

El DA 28 llamado “Oro de Guanajuato” menciona que tiene un anejamiento de 8
meses mostrado en la Figura 25 (a), y el DA 29 llamado “Plata de Guanajuato” se
le denomina blanco mostrado en la Figura 25 (b) sin proceso de anejamiento.
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ORO

BE GUANAJUATO

Figura 25. Destilados de agave de marca comercial “Oro de Guanajuato”.
(a) Destilado anejo 8 meses, corresponde a muestra DA 28. (b) Destilado blanco, corresponde
a muestra DA 29.

Modelo 6ptimo

El modelo satisfactorio se obtuvo con los datos brutos auto-escalados, en un
intervalo de 200 a 400 nm; las muestras estan caracterizadas por 200 variables del
espectro. En la Figura 26 (a) se muestran los scores en el subespacio PC1-PC2, en
donde se constata una cierta separacion entre los tequilas blancos (100 % agave y
mixtos) y destilados de agave, sobre todo en direccion PC2. Los tres primeros PC’s
explican un 97.91 % de la varianza inicial (PC1: 60.50 %, PC2: 30.41 %, PC3: 7 %).

La Figura 26 (b) se visualiza la separacion en el subespacio PC1-PC2-PC3.

PC3

(a) (b)

Figura 26. Diagrama de scores de PCA de tequilas blancos (100 % agave y mixtos) y destilados
de agave con datos brutos, auto-escalados, intervalo 200 a 400 nm, (a) subespacio PC1-PC2.
(b) subespacio PC1-PC2-PC3.

En la Figura 27 se observa que en la frontera algunos tequilas mixtos (en circulo)
se entre mezclan con los destilados. En la Figura 28 se puede constatar que los
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perfiles de los espectros en la region de 240 a 400 nm de los tequilas blancos mixtos
y los destilados de agave existe una gran similitud, en comparacion con los 100 %
agave, lo que posiblemente indique una composicion quimica semejante.
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Figura 27. Diagrama de scores de PCA dptimo  Figura 28. Espectros tipicos de absorcion UV-

de tequilas blancos (100 % agave y mixtos) y Vis de Tequilas blancos auténticos (100%
destilados de agave, resaltando TMB agave y mixto) y destilado de agave de 200 a
traslapados, subespacio PC1-PC2. 400 nm.

Tomando en cuenta que existe una mayor diferencia entre los espectros de
tequilas blancos 100 % agave y los destilados de agave, se realizd un PCA sin los
tequilas mixtos.

En la Figura 29 (a) se muestra el diagrama de scores en el subespacio PC1-PC2, en
donde se observa una separacion mas clara entre estos dos grupos. Los tres
primeros PC’s explican un 97.54 % de la varianza inicial (PC1: 55.75 %, PC2: 34.3
%, PC3: 7.49 %). PC2 es el mayor responsable de la diferenciacion. La Figura 29
(b) visualiza la separacion en el subespacio PC1-PC2-PC3.

PC2

(@) (b)

Figura 29. Diagrama de scores de PCA de tequilas blancos 100 % agave y destilados de agave con datos
brutos, auto-escalados, intervalo 200 a 400 nm. (a) Subespacio PC1-PC2, (b) subespacio PC1-PC2-PC3.
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Exploracion de pautas internas

Se estudiaron pautas internas en los scores. Se identifico una en el sentido que
indican las flechas en la Figura 30, tanto para los tequilas blancos (100 % agave y
mixtos) como para los destilados de agave, segln la cual, al desplazarnos de scores
positivos a negativos de PC1 aumenta la absorbancia de la banda caracteristica de
280 nm; esto se corrobord graficando los espectros UV-Vis en la Figura 31 de
muestras tomadas del modelo 6ptimo. De acuerdo con Barbosa y col. [61], dicha
intensidad de esta banda esta relacionada con el contenido de derivados furanicos.

PC2

Figura 30. Diagrama de scores de PCA 6ptimo de tequilas blancos
(100 % agave y mixtos) y destilados de agave, indicando pautas internas, subespacio PC1-PC2.

058
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Figura 31. Espectro UV-Vis de 200 a 400 nm de muestras seleccionadas en direccion de PC1 del modelo
optimo PCA. (a) Tequilas blancos, (b) Destilados de agave
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Al comparar estos resultados con la determinacion de dichos compuestos,
realizada en esta tesis por HPLC, efectivamente se constatd que existe una
correlacion entre la intensidad de esta banda y el contenido furanico. En la Tabla
10 se presentan estos contenidos determinados por HPLC, muestras ubicadas a lo
largo de cada trayectoria (Figura 30).

Tabla 10. Concentracion de furanos para muestras en pauta interna en modelo 6ptimo para
tequilas blancos y destilados de agave.

5-MF FUR 2-AF 5-MF Promedio
Muestra (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

Destilados de agave

DA 15 *ND 1.29 0.24 0.72 0.56

DA 02 *ND *ND *ND *ND *ND
Tequilas auténticos

TMB 85 *ND 13.53 1.71 12.42 6.91

TB 115 *ND 6.07 0.92 2.73 2.43

TMB 43 *ND 0.46 0.36 *ND 0.205

*ND= no detectable

En el diagrama de scores las muestras de destilados de agave se encuentran en la
parte superior del PCA y el conjunto de tequilas blancos distribuido en la parte
inferior del mismo (Figura 32), en la frontera de distribucion de ambos conjuntos
las muestras traslapadas, LA 17 y TMB 15, tienen espectros similares como se
observa en la Figura 33. lo que indica que la absorbancia a 280 nm aumenta en
direccion de la flecha. Tal pauta interna se comprueba con los datos obtenidos de
la cuantificacion por HPLC y se denotan en la Tabla 11.

16 (] ° —TB32
14 o ° - TB43
:s °% DA 04 ----TB115
R o v LAT DA64
: o ;9 X JSM,B: e - TMB15-A
2|
3 i B ® [ Pur LA17
TB115 @ ™
§ 0 S ® E DA04
& 2 ® °
4 o-ig %o M3 % ;
-6 & o -®
.{g * e .0. {‘. ¢
12 ® S0y 3
g 18
: < .
-18 2. .9
-30 =25 -20 15 -10 -5 5 10 15 20
PC1 75 25
Longitud de onda (nm)
Figura 32. Diagrama de scores de PCA Figura 33. Espectros UV-Vis de 200 a 400 nm de
optimo de tequilas blancos (100 % agave y tequilas blancos y destilados de agave tomados en
mixtos) y destilados de agave, indicando direccion PC2 del modelo optimo de PCA.

pauta interna en direccion de PC2,
subespacio PC1-PC2.
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Tabla 11. Concentracion de furanos para muestras en pauta interna en direccion PC2 en modelo
optimo para tequilas blancos y destilados de agave.

Muestra 5-HMF FUR 2-AF 5-MF Promedio
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (ma/L)
DA 04 *ND 0.25 0.19 *ND 0.11
LA 17 *ND 0.38 0.31 *ND 0.17
DA 64 *ND 2.86 0.66 2.75 1.57
TB 115 *ND 6.07 0.92 2.73 9.72
TB 43 *ND 8.55 3.29 5.02 4.215
TB 32 *ND 64.23 1.76 7.17 18.29

*ND= no detectable, **LC= limite de cuantificacion

Analisis de loadings

En la Figura 34 se muestran los loadings considerados importantes en la
separacion; el loading 1 asigna mayor importancia a los compuestos en torno a las
variables en 243 nm, mientras que el loading 2 se define en los compuestos
asociados a 280 nm, los cuales son la absorcion atribuida a la mezcla de furfurales.

Absorbancia

—TB37

Loadings1

Loadings2

longitud de onda (nm)

Figura 34. Grafico de loadings a partir del PCA optimo tequilas blancos y destilados de agave.
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7.7.1.2 Destilados de agave vs. Tequilas reposados.

La Figura 35 ilustra una muestra representativa de un tequila reposado y otra para
un destilado de agave en un intervalo de 200 a 440 nm. Ambos espectros presentan
un maximo de absorcion alrededor de los 280 nm, donde el tequila reposado es el
de mayor intensidad en todo el intervalo. También, se puede notar un ligero
aumento de absorbancia después de los 300 nm esto debido a la deteccion de
algunos compuestos como aldehidos en la region UV entre 365 nmy 390 nm [12].

1.4 — Tequila Reposado
1.2

Destilado de agave

1
0.8
0.6

Absorbancia

0.4

0.2

0
200 250 300 350 400
Longitud de onda

Figura 35. Espectros tipicos de absorcion UV-Vis para tequila reposado y destilado de agave
de 200 a 440 nm.

Muestras atipicas

Al realizar el analisis se descartaron 3 destilados de agave DA 28, DA 29 y LA 14
mostrados en la Figura 23, explicadas en el apartado 7.7.1.1 Tequilas Blancos
vs. Destilados de agave. Asimismo, se descartaron 6 muestras de tequilas
reposados TR 19, TR 29, TR 99, TR 116, TMR 42 y TMR 76.

De una manera mas detallada cada muestra atipica se activé en el PCA 6ptimo y
se graficaron para comparar sus espectros UV-Vis con muestras tomadas del PCA
optimo.

En la Figura 36 se observa que las muestras TR 29, TR 99 y TMR 42 estan muy
alejadas del conjunto de tequilas reposados, usando posiblemente la varianza en
diferenciar los conjuntos de dichas muestras, desviando nuestro objetivo. Se puede
notar en la Figura 37 los espectros de estas, tal que presentan una banda de
absorbancia mayor en comparacion con el conjunto de tequilas reposados, podria
ser consecuencia del abocamiento excesivo, a excepcion de la muestra TMR 42
donde su absorbancia aumenta a longitudes mayores de 350 nm.
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oTRae e TR 29
----TR 99
—-TMR 42

--TMR 76

Figura 36. Diagrama de scores de PCA Figura 37. Espectros de absorcion UV-Vis de
optimo de tequilas reposados y destilados  tequilas reposados descartados del PCA optimo de
de agave, subespacio PC1-PC2 con TR29, 200 a 440 nm.

TR99, TMR42 Y TMR76 activadas.

Para el caso de TMR 76 como se ilustra en la Figura 37, esta muestra aparece en
la region de los destilados de agave, comparando su espectro con un tipico en su
clase, en la Figura 38 la absorbancia es inferior en todo el intervalo de longitud
de onda y su comportamiento es bastante similar al de un destilado de agave.

DA tHpico
— - — TNRTG

= TR Tipico

Absorbancia
L

:t;ngitud de onda -
Figura 38. Espectros de absorcion UV-Vis de tequila reposado
descartado del PCA dptimo, un TR y DA tipicos, de 200 a 500
nm.

Las muestras TR 19, TR 78 y TR 116 no se encuentran mal agrupados en el
subespacio PC1-PC2 como se nota en la Figura 39 a), sin embargo, en la Figura 39
b) que representa el PC1-PC2-PC3, las muestras se localizan separados del grupo
de TR; analizando sus espectros podemos ver en la Figura 40 que no cuentan con
el perfil caracteristico de un tequila reposado, ni de algun otro tequila auténtico,
ya que presenta un maximo de absorcion entre 300 y 400 nm, y carece de
absorbancia con maximo a 280 nm, en lugar de disminuir en absorbancia como los
espectros tipicos de tequilas, estos aumentan.
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Figura 39. Diagrama de scores de PCA dptimo de tequilas reposados y destilados de agave,
subespacio PC1-PC2 con TR19, TR78 y TR116 activados. (a) Subespacio PC1-PC2, (b) subespacio
PC1-PC2-PC3.
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Figura 40. Espectros de absorcion UV-Vis de tequilas reposados descartados del PCA 6ptimo y
un TR tipico, de 200 a 400 nm.
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Figura 41. Cromatogramas HPLC Muestras de tequilas reposados a) TR 19, b) TR 78,
b) TR 116. (1) 5-HMF (2) FUR (3) 2-AF (4) 5-MF.
Condiciones: columna Eclipse XDB- C18 15 cm (5 pm, 4.6 x 250 mm), T=40 °C, flujo 1
mL/min, vol. Iny. 20 pL, gradiente lineal: 0 min 10 % A, 10 min 70 % A. A= 280 nm.

En la Figura 41, al analizar los cromatogramas de dichas muestras se observa la
presencia de dos picos adicionales y desconocidos en comparacion con el
cromatograma de un TR tipico, lo cual coincide con el perfil del espectro UV-Vis
que es quimicamente diferente. Estos picos no han sido todavia identificados, pero
se sospecha que se trata de metil 2-furoato, molécula con polaridad mayor al 2-
metilfurano y que se produce en abundancia debido a la concentracion original de
carbohidratos y se ve reflejada las caracteristicas sensoriales de la bebida [12].

Modelo 6ptimo

El modelo 6ptimo se obtuvo con los datos brutos en auto-escalados en un intervalo
de 200 a 440 nm. En la Figura 42 (a) se muestran los scores en el subespacio PC1-
PC2, donde se observa una separacion entre los tequilas reposados y destilados de
agave, principalmente sobre PC1. Los tres primeros PC’s explican un 98.82 % de la
varianza inicial (PC1: 90.45 %, PC2: 7.32 %, PC3: 2.06 %). La Figura 42 (b) se
visualiza la separacion en el subespacio PC1-PC2-PC3.
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Figura 42. Diagrama de scores de PCA de tequilas reposados (100 % agave y mixtos) y
destilados de agave con datos brutos, auto-escalados, intervalo 200 a 440 nm, (a) subespacio
PC1-PC2. (b) Subespacio PC1-PC2-PC3.

Exploracion de pautas internas

Se examinaron muestras sefaladas en la Figura 43 tomadas del PCA o6ptimo,
encontrando una pauta interna en el sentido las flechas, donde, en el intervalo de
315 a 440 nm la absorbancia disminuye en PC2 de positivo a negativo, tanto para
tequilas reposados como destilados de agave, el analisis se corrobord graficando
los espectros UV-Vis mostrados en la Figura 44.
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Figura 43. Diagrama de scores de PCA optimo de Figura 44. Espectro UV-Vis de 200 a
tequilas reposados y destilados de agave, indicando 440 nm de muestras seleccionadas en
pautas internas, subespacio PC1-PC2. direccion de PC2 del modelo optimo

PCA. (a) Destilados de agave,
(b) Tequilas repodados
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A lo largo de PC1, como indica el sentido de la flecha en la Figura 45 se encuentra
la pauta interna que explican los espectros UV-Vis en la Figura 46 al desplazarnos
de valores negativos a positivos de PC1 la absorbancia a 280 nm aumenta tanto
para destilados de agave como tequilas reposados, esto considerado como
resultado a la concentracion de compuestos furanos, lo que puede comprobarse
con la Tabla 12.

—Lan

DA 20

—TR77C

pC2
o

Absorbancia

—TR75

TNR 58

.2:0 .1;5 .1;0 '5 0' é 1:0 1:5 2;0 2 3:0 3:5 4:0 longitud de onda

Figura 46. Espectro UV-Vis de 200 a 440 nm de

muestras seleccionadas en direccion de PC1 del
modelo 6ptimo PCA para TR.

Figura 45. Diagrama de scores de PCA
optimo de tequilas reposados y destilados
de agave, indicando pauta interna en
direccion de PC1, subespacio PC1-PC2.

Tabla 12. Concentracion de furanos para muestras en pauta interna en PC1 en modelo optimo
para tequilas reposados y destilados de agave.

Muestra 5-HMF FUR 2-AF 5-MF Promedio
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
TMR 58 **<LC 3.29 1.46 5.78 2.63
TR 77C 1.81 1.40 2.49 1.21 1.73
LA 18 1.44 1.05 0.31 0.75 0.89
LA 11 **<LC 0.48 0.22 0.46 0.29

*ND= no detectable, **LC= limite de cuantificacion
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Analisis de loadings

El loading mas significativo fue el correspondiente a PC1 quien contribuyd en
mayor grado a la separacion de los tequilas reposados y destilados de agave. El
grafico muestra que todas las variables tuvieron esencialmente el mismo peso en
todo el intervalo de 250 a 450 nm. El loading 2 esta relacionado a la variable 284
nm donde absorben los compuestos furanicos.

- — —Loadings1 Loadings2 = - -Loadings3 ——TR100 DADS

Figura 47. Grafico de loadings a partir del PCA éptimo tequilas reposados y destilados de
agave.

7.7.1.3 Destilados de agave vs. Tequilas ahejos y extra - ahejos.

Los espectros tipicos de tequilas afiejo o extra-anejo, tienen un perfil de mayor
intensidad en absorbancia, en el intervalo 250 a 450 nm en comparacion con las
demas clases de tequilas, como lo revela la Figura 48. Estas clases son las mas
anejadas y abocadas por lo que contienen un mayor nimero de componentes en
comparacion con los blancos y reposados [30].
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Figura 48. Espectros tipicos de absorcion UV-Vis para tequila afejo/extra-aiejo y destilado
de agave de 250 a 450 nm.

Muestras atipicas

Ahora bien, para obtener el modelo 6ptimo fue necesario desactivar dos muestras
de tequila anejo (TA 84 y TA 99) y tres de destilados de agave; estos ultimos
justificados en el apartado 7.7.1.1 Tequilas Blancos vs. Destilados de agave. La
Figura 49 muestra el diagrama de scores PC1-PC2, con las muestras descartadas
de tequila anejo y sus correspondientes espectros.
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Figura 49. Diagrama de scores de PCA
optimo de tequilas afejos/extra - afejos y
destilados de agave, subespacio PC1-PC2 con
TA 84 y TA 99 activadas.
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Figura 50. Espectros de absorcion UV-Vis de
tequilas afejos descartados del PCA optimo,
un TA y un DA tipicos de 250 a 450 nm.
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El TA 84 fue descartado por presentar un comportamiento similar al de un destilado
como lo revelan sus espectros en la Figura 50. La muestra TA 99 es diferenciada
por PC2 como se nota en la Figura 49 y se caracteriza por poseer un espectro con
una absorbancia notablemente superior en todo el intervalo de longitud de onda,
como se observa en la Figura 50, esto ocurre no necesariamente por el alto
contenido furanico, si no debido a un abocamiento excesivo. En la Tabla 13 se
encuentra el contenido furanico de una muestra bien comportada comparada con
la muestra TA 99, donde la TA 68 presenta mayor contenido furanico que la TA 99.

Tabla 13. Concentracion de furanos para tequilas afnejos.
Muestra 5-HMF FUR 2-AF 5-MF Promedio
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
TA 99 0.17 11.52 1.84 14.65 7.05
TA tipico 0.74 22.54 2.93 33.88 15.02
(TA 68)

**LC= limite de cuantificacion

Modelo 6ptimo

El modelo 6ptimo se obtuvo con auto-escalados, en un intervalo de 250 a 450 nm.
En este caso el valor limite inferior para el analisis fue de 250 nm para evitar
sefales saturadas. La Figura 51 muestra el grafico de scores de PC1-PC2; tres PC’s
explican el 99.85 % de la varianza inicial (PC1: 98.47 %, PC2: 1.04 % y PC3:0.34 %).
A lo largo de PC1 se observa la separacion de ambos grupos; la dispersion de los
scores de TA se debe a que composicion quimica de éstos es mas compleja y rica
que los destilados de agave.

PC3
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(a) (b)
Figura 51. Diagrama de scores de PCA de tequilas afejos/extra-anejos y destilados de agave
con datos auto-escalados, intervalo 250 a 450 nm. (a) Subespacio PC1-PC2.

(b) en el subespacio PC1-PC2-PC3.
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En la Figura 52 se muestra una pauta interna de valores positivos a negativos de

PC1 como indica la flecha. En este sentido, los espectros presentan una mayor

absorbancia en los tequilas anejos y extra-anejos (Figura 53), debido a que el

contenido de componentes furanicos es mucho mayor que en los destilados de

agave en los que su presencia es minima. Esto se corrobora con los contenidos en
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Figura 52. Diagrama de scores de PCA
optimo de tequilas anejos/extra-anejos y
destilados de agave, indicando pauta
interna en direccion de PC1, subespacio
PC1-PC2.

Absorbancia

la Tabla 14, donde la concentracién es mayor en TEA 10 que en TA 15y estos a su
vez, mayor que los DA.

Figura 53. Espectros de absorcion UV-Vis TRy
DA tomados en direccion de PC1 del PCA 6ptimo,
para pauta interna, en el intervalo de 250 a 450

Tabla 14. Concentracion de furanos para muestras en pauta interna en direccion de PC1 de
tequilas anejos y destilados agave.

Muestra | 5-HMF FUR 2-AF 5-MF Promedio
(mg/L) | (mg/L) | (mg/L) (mg/L) (mg/L)
TA6 0.93 20.10 2.53 13.81 9.34
TEA 10 0.48 16.13 5.95 6.70 7.32
TEA 27 0.35 16.21 1.96 9.86 7.09
TA 15 0.39 1.78 1.81 2.88 1.71
DA 66 0.39 1.48 0.66 1.38 0.98
DA 24 **<LC 0.72 0.25 **<LC 0.24

*ND= no detectable, **LC= limite de cuantificacion
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Analisis de Loadings

Al revisar visualmente cada uno de los loadings, las regiones espectrales de mayor
importancia son, para el segundo componente principal; 290 nm relacionado a
compuestos furanicos, para el tercer componente principal; 292 y 370 nm de igual
forma el primero a compuestos furanicos al igual que con el primer componente.

Absarbancia

Longuitud de onda (nm)

loadingsl 0 ===as Loadings 2 Loadings 3

— . = loadings 4 —TA R DA 20

Figura 54. Grafico de loadings a partir del PCA 6ptimo tequilas anejos y destilados de agave.

7.7.1.4 Analisis de Componentes Principales (1ra y 2da Derivada)

Se realizd el analisis de componentes principales con la primera y segunda
derivadas; en ningln caso se logré una separacion satisfactoria con los datos
derivados.
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7.7.2 Andlisis Cluster (CA) con UV-Vis

7.7.2.1 Destilados de agave Vs Tequilas Blancos

Se realizod el analisis clUster a partir de los datos auto-escalados (intervalo: 200 a
400 nm). El dendograma de la Figura 55 muestra dos grupos principales. El grupo
1 contiene la mayoria de los destilados de agave. A su vez, en el subgrupo 1a
predominan los destilados y en el 1b los tequilas mixtos. El grupo 2 agrupa a la
mayoria de los tequilas blancos y sélo existen dos destilados en este grupo. En
ambos casos se constata que la ubicacion de los destilados de agave y tequilas
mixtos se traslapan debido a sus similitudes quimicas y espectrales.
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Destilados de agave | i i Tequilas blancos auténticos
! i :
M v v
TB 153, TMB 46-B DA 02 LA42,LA 23

TB 30

Figura 55. Dendograma de Tequilas blancos y destilados de agave con datos brutos UV-Vis, algoritmo Ward y Distancia
correlacion de Pearson.

7.7.2.2 Destilados de agave Vs Tequilas Reposados

El analisis clUster se realizo con los datos brutos auto-escalados, en un intervalo
de 200 a 440 nm (las mismas condiciones utilizadas para el PCA). El mejor resultado
se consiguio con el algoritmo Ward y la distancia euclidea al cuadrado.

En la Figura 56, podemos observar la formacion de dos grupos; el grupo uno
contiene solamente tequilas reposados, el grupo dos esta dividido en el subgrupo
2a el cual contiene a la mayoria de los tequilas reposados, y a su vez cuenta con
otro subgrupo que contiene destilados de agave; en el subgrupo 2b se ubican los
destilados de agave, con dos tequilas reposados mixtos (TMR104 y TMR24).
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Figura 56. Dendograma de tequilas reposados y destilados de agave con datos brutos UV-Vis, algoritmo
Ward y la distancia Euclidea cuadrada.

En la Figura 57 se ilustran los espectros UV-Vis de los tequilas reposados mixtos
(TMR104 y TMR24) que se encuentran en el conglomerado de destilados de agave,
los cuales efectivamente tienen similitud quimica con los espectros de destilados
de agave ubicados en el mismo subgrupo.

—TMR 24
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Absorbancia

200 220 240 260 280 300 320 340
Longuitud

Figura 57. Espectros UV-Vis de LA13, LA42, TMR104 y TMR24 sefalados en el dendograma.
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7.7.2.3 Destilados de agave Vs Tequilas Anejos y Extra-anejos

Con los datos en bruto, se estudid el analisis de conglomerados. Como modelo
optimo se obtuvo un dendograma mostrado en la Figura 58 con algoritmo Ward y
distancia Euclidea cuadrada. Los conglomerados, de forma general, son dos: el
grupo uno corresponde a los destilados de agave y el grupo dos a los tequilas
anejos.

TETATOTA STA A TACTATATTA TATTA A TA TEA TESTEATEA TATA 1TEATA ITA TEATA TEATAER

L |

[ |
Destilados de agave Tequila afejo

Figura 58. Dendograma de tequilas anejos y destilados de agave con datos brutos UV-Vis, algoritmo Ward
y Distancia Euclidea cuadrada.

7.7.3 Técnicas supervisadas

Una vez estudiados los modelos 6ptimos de las técnicas exploratorias, se prosiguio
con las técnicas supervisadas, ya que se tienen los intervalos ideales para la
separacion y es posible escoger muestras de validacion.
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7.7.3.1 Support Vector Machines (SVYM) con datos UV-Vis

7.7.3.1.1 Destilados de agave vs Tequilas Blancos

El modelo se realizé a partir de los datos auto-escalados (intervalo: 200 a 400 nm).
Se utilizé un kernel tipo gaussiano con una penalizacion admitida de C= 100 y sigma
de seis. En la Figura 59 se observa la frontera entre las dos categorias, junto con
las muestras de validacion (triangulos amarillos) y las cuales estan especificadas
en la Tabla 15, todas fueron predichas correctamente.

Tabla 15. Muestras de validacion de SVM para
tequilas blancos y destilados de agave.

Muestra | PC1 PC2 | #Categoria

DA 01 | -21.65 | -15.77 1

DAO4 | 1.31 | -9.15

DA 10 |-11.60 | -9.64

DA 20 |-11.06 | -6.98

DA 66 | -5.92 | -6.93

TB 4 -8.03 | 10.88

TB29 | -8.58 | 9.42

TB61 | -2.62 | 6.17

TMB 25 | 12.67 | -2.31

TMB 31 | -4.88 | 8.70

NININNINN =R =R -

—5:0 —2IS —Z:EI —1I5 —1IEI —IS DI SI 1:3 1I5 2ID TMB1 33 _0. 06 O- 91

Figura 59. SVM gaussiano a partir de datos auto-escalados,
1000 interacciones, C=100 y sigma de 6 para tequilas blancos y
destilados de agave.

7.7.3.1.2 Destilados de agave vs Tequilas Reposados

El modelo se realizo a partir de los datos brutos auto-escalados con un intervalo
de 200 a 440 nm. Se utilizo un kernel tipo lineal con una penalizacion admitida de
C=10. La Figura 60 muestra la separacion entre los tequilas reposados y destilados
de agave, por ende, las muestras de validacion fueron predichas correctamente,
descritas en la Tabla 16.
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Tabla 16. Muestras de validacion de SVM para tequilas

104 reposados y destilados de agave.
ol Muestra | PC1 PC2 | Categoria
o ] DA16 |-12.31 | 0.02 1
4] DA 21 -10.91 | 0.75 1
5] DA 26 -14.02 | 0.75 1
0] LA 11 -12.81 | 1.94 1
5] LA 49 -7.26 | 4.59 1
N TR 28 19.99 | 0.84 2
N TR 63 -4.89 | -4.96 2
N TR 76 9.86 0.39 2

0 TR 111 -1.84 | -3.16 2

—_— TMR 27 1.49 -1.69 2
20 15 10 -3 u] 5 10 13 20 25 30 33 40

Figura 60. SVM lineal a partir de datos auto-escalados,
1000 interacciones, C=10 para tequilas reposados y destilados
de agave.

7.7.3.2.2 Destilados de agave vs Tequilas Anejos y Extra-anejos

Para este grupo de muestras no se obtuvo un modelo favorable con ningun tipo de

kernel y ni penalizaciones admitidas.
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Tabla 17. Parametros de desempeno de las técnicas supervisadas PCA-DA y KNN.

TERCERA PARTE

Calibracién (cross validation) Validacién
Técnica Modelo | % Exactitud/ | Precision | sensibilidad | especificidad | % Exactitud/ | Precision | sensibilidad | especificidad
error cv error cv
PCA-DA DA/TB 89/0.13 0.85 0.81 0.93 90/0.12 0.88 0.81 0.95
0.91 0.93 0.81 0.91 0.95 0.81
PCA-DA DA/TR 91/0.08 0.87 0.96 0.87 90/0.1 0.84 0.96 0.84
0.96 0.87 0.96 0.96 0.84 0.96
PCA-DA DA/TA 91/0.11 0.87 0.94 0.91 91/0.11 0.89 0.93 0.90
0.94 0.87 0.91 0.93 0.90 0.93
KNN DA/TB 90/0.13 0.91 0.78 0.96 91/0.12 0.95 0.78 0.98
(k=1) 0.90 0.96 0.78 0.90 0.98 0.78
KNN DA/TR 93/0.07 0.93 0.93 0.94 100/ 0.0 1.00 1.00 1.00
(k=1) 0.94 0.94 0.93 1.00 1.00 1.00
KNN DA/TA 91/0.1 0.87 0.94 0.91 91/0.1 0.91 0.94 0.87
(k=5) 0.94 0.87 0.91 0.91 0.87 0.94

DA= Destilados de agave TB=Tequilas blancos TR= tequilas reposados TA= Tequilas anejos

pag. 72




RESULTADOS Y ANALISIS TERCERA PARTE

Posteriormente, se realizaron los modelos con las técnicas supervisadas PCA-DA y
KNN mediante el software Matlab. En este caso los destilados de agave se tomaron
como la clase uno y los tequilas auténticos como la clase dos.

La Tabla 17 resume los resultados de los parametros de desempeio obtenidos a
partir de las técnicas mencionas, los cuales, fueron satisfactorios para todas las
clases puesto que, se acercaban a la unidad; la clase que tuvo mejores modelos
con respecto a los parametros 6ptimos fue para los tequilas reposados.

7.7.3.2 Andlisis discriminante por componentes principales (PCA-DA) con UV-Vis

7.7.3.2.1 Destilados de agave vs tequilas blancos

Para el modelo de PCA-DA se utilizaron datos auto-escalados en un intervalo de
200 a 400 nm; obteniendo el mejor modelo con discriminacion lineal y validacion
cruzada mediante persianas venecianas con cuatro grupos de cancelacion y cuatro
componentes principales.

El analisis se llevdo a cabo con 93 muestras, de las cuales 82 fueron para la
calibracion-validacion interna y 11 muestras para prediccion.

Los parametros de desempefo obtenidos se muestran en la Tabla 17. los cuales
fueron satisfactorios, los parametros de prediccion dieron la unidad en todos los
Casos.

El modelo se obtuvo explicando 99 % de varianza total, con una varianza inicial
explicada de 61.75 %. En el grafico de scores sobre los dos primeros componentes
principales (Figura 61) se nota una separacion de las muestras principalmente a
lo largo del segundo componente, aunque la forma diagonal indica que los dos PC’S
contribuyen a dicha separacion.

La mayoria de los destilados de agave se concentran en la parte positiva del
diagrama y los tequilas blancos en la parte negativa. Las muestras de prediccion
(circulos amarillos) se encuentran separadas correctamente.
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Figura 61. Modelo PCA-DA de tequilas blancos y destilados de agave, grafico de scores en el
plano PC 1 vs. PC 2.

La matriz de confusion nos proporciona que muestras fueron mal clasificadas o
fueron no asignadas a algun grupo en el modelo; en la validacion, 5 destilados de
agave fueron mal asignados (DA02, DAO6, DA64, LA23 y LA42) y 2 tequilas blancos
(TMB15-A y TMB46-A).

7.7.3.2.2 Destilados de agave vs tequilas reposados

El modelo se obtuvo con datos auto-escalados, intervalo de 200 a 440 nm,
discriminacion lineal y validacion cruzada mediante persianas venecianas con 10
grupos de cancelacion y tres componentes principales.

El analisis se llevd a cabo con un total de 67 muestras, de las cuales 58 fueron para
la calibracion-validacion interna y nueve muestras para prediccion.

Los parametros obtenidos en el modelo de calibracidn-validacion interna estan

indicados en la Tabla 17, la mayoria esta por arriba del 0.90, los parametros para
la prediccion son satisfactorios.
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Como se aprecia en la Figura 62, PC1 contribuye en mayor parte a la separacion
de las muestras, el cual tienen una varianza inicial explicada es del 89.92 %.
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Figura 62. Modelo PCA-DA tequilas reposados y destilados de agave, grafico de scores en el
plano PC 1 vs. PC 2.

La matriz de confusion para la validacion, indica que todas las muestras fueron
asignadas a un grupo, en la validacion para DA y TR fueron uno y cinco muestras
mal clasificadas respectivamente, las cuales correspondieron a las muestras: LA
23, TR77 C, TR79, TR 82, TMR 26 Y TMR 126.

7.7.3.2.3 Destilados de agave vs tequilas anejos

A partir de 54 muestras de calibracion, seis para el conjunto de validacion y de
190 a 700 nm se obtuvo el mejor modelo con los datos centrados en la media, con
una discriminacion lineal y validacién cruzada mediante persianas venecianas con
10 grupos de cancelacion con siete componentes principales.

Los parametros obtenidos en el modelo de calibracion-validacion interna estan
indicados en la Tabla 17. la mayoria esta por arriba del 0.90, los parametros para
la prediccion fueron de 1.0.

Como se aprecia en la Figura 63, PC1 contribuye en mayor parte a la separacion
de las muestras, el cual tienen una varianza inicial explicada es del 97.3 %.
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Figura 63. Modelo PCA-DA tequilas afejos y destilados de agave, grafico de scores en el plano
PC 1 vs. PC 2.

7.7.3.3 Vecino mas cercano (K-NN) para UV-Vis.

7.7.3.3.1 Destilados de agave vs tequilas blancos

Se utilizaron los datos auto-escalados de 200 a 400 nm, distancia euclidea,
validacion cruzada con persianas venecianas y 10 grupos de cancelacion. La Figura
64 nos indica que la menor tasa de error es con el valor de K de uno o dos, se
escogio k=1.

error rate cv

°
@

o
N
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Figura 64. K values vs tasa de error para tequilas blancos.
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Los parametros fueron satisfactorios, indicados en la Tabla 17. En la matriz de
confusion muestra el nUmero de muestras asignadas a cada grupo; las muestras
que fueron clasificadas al grupo no perteneciente son: DA 02, DA 06, DA 21, DA 64,
LA 23, LA42 y TMB 67.

7.7.3.3.2 Destilados de agave vs tequilas reposados

El modelo mas satisfactorio para KNN se obtuvo con los datos auto-escalados, 200
a 440 nm, distancia Euclidea, validacion cruzada con persianas venecianas y dos
grupos de cancelacion; la Figura 65 nos indica que la menor tasa de error es con
el valor de K de uno o dos, se eligio k=1.

error rate cv

K values

Figura 65. K values vs tasa de error para tequilas reposados.

Los parametros obtenidos fueron excelentes, indicados en la Tabla 17, para la
validacion y prediccion se obtuvo en todos los casos la unidad y el 100 % de
exactitud.

Como lo indica la matriz de confusion (Tabla 18) todas las muestras fueron
correctamente asignadas a las clases que pertenecen.

Tabla 18. Matriz de confusion para tequilas reposados

Clases Clasificados Clasificados No
correctamente incorrectamente clasificados
DA 27 0 0
TR 31 0 0
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7.7.3.3.3 Destilados de agave vs tequilas anejos

El modelo 6ptimo de KNN previamente se obtiene con la determinacion del valor
optimo para K.

e
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Figura 66. K values vs tasa de error para tequilas anejos.

Este parametro por lo general se selecciona después de la optimizacion donde se
usan procedimientos de validacion cruzada. Los resultados del modelo 6ptimo se
describen en la siguiente Tabla 17. Para esta clase los parametros de prediccion
no fueron la unidad, pero se consideran aceptables (Tabla 19).

Tabla 19. Parametros para prediccion del modelo 6ptimo de K-NN para tequilas afejos.
Prediccién (test)

DA 0.94 0.87 0.91

TA 0.87 0.94 0.91

0.91 0.10

Para conocer la precision del algoritmo a través de una evaluacion de la matriz de
confusion en cual se evalGan falsos positivos, verdaderos positivos y positivos
incorrectos, estos se observan en la siguiente Tabla 20.

Tabla 20. Matriz de confusion del modelo K-NN para tequilas aiejos.

Clases Clasificados Clasificados No
correctamente incorrectamente clasificados
DA 29 2 0
TA 20 3 0
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7.8 Andlisis quimiométrico para HPLC

Con los datos obtenidos por HPLC, de las areas en funcion del tiempo, se realizo
un breve analisis exploratorio, para comparar las mejoras al utilizar una técnica
mas especifica con relacion al analisis de compuestos furanos.

7.8.1 Andlisis de componentes principales (PCA) con HPLC

Dado que la altura (areas) de los picos es diferente para cada clase, se prosiguio
con el mismo procedimiento (UV-Vis) de realizar el analisis por separado para cada
clase. Se utilizaron todos los datos de areas en funcién del tiempo correspondiente
a cada compuesto furanico, obtenidos del cromatograma, con el fin de encontrar
intervalos que dieran una separacion satisfactoria.

7.8.1.1 Destilados de agave vs tequilas blancos
Modelo 6ptimo

El modelo 6ptimo se obtuvo con datos brutos auto-escalados, tomando ventanas
de tiempo, de 2 a 4.5 min de 6 a 6.8 min y de 8 a 8.5 min (correspondientes a los
picos del furfural y 2-acetilfurano, respectivamente). Se descartaron 4 muestras:
DA 28, DA 29, LA 42 y DA 64.

En la Figura 67 (a) se muestran los scores en el subespacio PC1-PC2, donde se
observa la separacion entre los tequilas blancos y destilados de agave,
principalmente sobre el eje de PC2. Los tres primeros PC’s explican un 70.27 % de
la varianza inicial (PC1: 43.65 %, PC2:18.51 %, PC3: 8.11 %). La Figura 67 (b) se
visualiza la separacion en el subespacio PC1-PC2-PC3.

PC3

LN I B I I B I I L I S I I I I
-50 -45 40 35 30 25 220 45 A0 -5 0 5 10 15 20 25 30 35
3]

(a) (b)
Figura 67. Diagrama de scores de PCA, subespacio PC1-PC2. Tequilas blancos y destilados de
agave con datos auto-escalados; intervalos de 2-4.5 min de 6-6.8 min y de 8-8.5 min.

(a) Subespacio PC1-PC2, (b) Subespacio PC1-PC2-PC3.

pag. 79



RESULTADOS Y ANALISIS TERCERA PARTE

7.8.1.2 Destilados de agave vs tequilas reposados

Modelo 6ptimo

El modelo se obtuvo con datos brutos auto-escalados, tomando una ventana de
tiempo de 7.2 a 11 min, que corresponden a los picos 2-acetilfurano y 5-
metilfurfural. Se desactivaron las muestras DA 28, LA 14, TR 19 y TMR 76.

Se observa la separacion entre los tequilas reposados y destilados de agave, sobre
el subespacio PC1 y PC2, mostrado en la Figura 68 (a). Los tres primeros PC’s
explican un 85.98 % de la varianza inicial (PC1: 75.08 %, PC2:6.88 %, PC3: 4.02 %).
La Figura 68 (b) se visualiza la separacion en el subespacio PC1-PC2-PC3.

P2

Figura 68. Diagrama de scores de PCA de tequilas reposados y destilados de agave Subespacio
PC1-PC2. Datos auto-escalados, intervalo de 2-4.5 min de 6-6.8 min y de 8-8.5min.
(a) Subespacio PC1-PC2, (b) Subespacio PC1-PC2-PC3.

7.8.1.3 Destilados de agave vs tequilas anejos

Modelo 6ptimo

Para obtener el mejor modelo se decidid utilizar sélo las ventanas de tiempo
correspondientes a las muestras de interés, sin el tiempo muerto ni la cola de la
lectura. Con los datos brutos auto-escalados en el espacio PC2 y PC1 fue posible
observar la separacion de los grupos, a diferencia de los destilados. Los tres
primeros PC’s explican un 90.84 % de la varianza inicial (PC1: 75.52 %, PC2:8.88 %,
PC3: 6.44 %). En la Figura 69 (b) se visualiza la separacion en el subespacio PC1-
PC2-PC3.
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Figura 69. Diagrama de scores de PCA de tequilas ahejos/extra-anejos y destilados de agave
con datos auto-escalados, intervalo de 4 -6.84 min y de 8.21- 9 min. (a) subespacio PC1-PC2.

(b) subespacio PC1-PC2-PC3.

Para los tequilas blancos y reposados, se obtuvieron separaciones mas evidentes
que en los anejos, de modo que, estos modelos mejoraron con respecto a los
obtenidos en UV-Vis.

En base a los modelos de exploracion con HPLC, el intervalo de tiempo optimo
indica que el compuesto furanico influye mas en la separacion para cada modelo.
Visualmente la forma en que se separan los tequilas de los destilados sobre PC1-
PC2, son semejantes a los modelos con UV-Vis, indicando que las variables que
influyen para la separacion son el contenido furanico, se requiere estudiar los
modelos mas a detalle (con modelos supervisados) para corroborar lo
mencionado, aunque la cuantificacion por HPLC lo comprueba.

Para la obtencion de modelos quimiométricos, al comparar tiempos de analisis,

costos y procesamiento de datos, la técnica UV-Vis resulta mas factible que
HPLC.
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8. CONCLUSIONES

Se realizé un analisis exploratorio a partir de matrices de datos brutos, primera 'y
segunda derivada con el fin de diferenciar entre tequilas auténticos y destilados
de agave por medio de las técnicas no supervisadas, Analisis de Componentes
Principales (PCA) y Analisis Claster (CA), a partir de datos de UV-Vis. Dichos
modelos se obtuvieron con datos brutos auto-escalados. En general, todos los
modelos fueron satisfactorios.

Los espectros de absorcion presentan una banda caracteristica alrededor de
280 nm cuya intensidad esta relacionada con el contenido de compuestos
furanicos. En este sentido, fueron encontradas pautas internas de los
correspondientes scores, cuyas tendencias coincidieron con dicho aumento.

Se desarrollé un método cromatografico para cuantificar los furfurales presentes
en tequilas y destilados de agave. Las condiciones cromatograficas optimas
fueron; columna Eclipse XDB- C18 15 cm (5 ym, 4.6 x 250 mm), T=40 °C, flujo
1ml/min, volumen de inyeccion 20 pL, gradiente lineal: 0 min 10 % A, 10 min 70 %
A. A= 280 nm.

En cuanto a los tequilas, el 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) no se detect6 en los
tequilas blancos, mientras que 5-metilfurfural (5-MF) y el furfural (FUR)
predominan en todas las clases. No obstante, en la literatura se reporta que es el
contenido de 5-hidroximetilfurfural, ademas de la vainillina y el siringaldehido, el
que se incrementa con el tiempo de reposo.

Se puso en evidencia que los contenidos globales de compuestos furanicos son
superiores en los tequilas auténticos con respecto a los destilados de agave. Esto
se podria deber a la falta de regulacion de los destilados por lo que no cuentan
con denominacion de origen. Por ejemplo, su fermentacion podria emplearse otros
tipos de agave, asi como otras fuentes de azlcares en un porcentaje mayor al
49 %.

Con la prueba no paramétrica, Kruskal Wallis, se constatd una diferencia
significativa entre los tequilas auténticos y los destilados con el 95 % de confianza.

Entre las técnicas supervisadas, se realizaron modelos con Support Vector
Machines (SVM), Analisis Discriminante por Componentes Principales (PCA-DA)
y Vecino mas cercano (K-NN) a partir de datos UV-Vis, cuyos resultados permitieron
predecir satisfactoriamente la mayor parte de las muestras.

Por otra parte, también se generaron modelos a partir de matrices conformadas
por datos de HPLC, de las areas en funcion del tiempo, los cuales fueron capaces
de diferenciar entre cada clase y los destilados. Esto puso en evidencia que la
presencia de compuestos furanicos es capaz de diferenciar los tequilas auténticos
de los destilados de agave.
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La presente tesis propone una serie de estrategias quimiométricas e
instrumentales novedosas, econdmicas y viables para llevar a cabo la
diferenciacion de tequilas auténticos y destilados de agave, que podrian ser de
utilidad para el Consejo Regulador del Tequila CRT u otras instancias relacionadas
con la produccion y comercializacion del tequila.
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ANEXOS

Anexo |. Calculo para la preparacion de las soluciones STOCK
= 5-Hidroximetilfurfural

(100g R.P.)(1000mg) mg
0.035g R. A. = 7070.71—2
972994 R.4.)(19)(0.005L) L

(0.035 g R.A,) (100g R.P.)

= 7070.71 29
0.005Lf.m.J\99gR.A.] )

= Furfural

100g) (1000
0.046g (1009)(1000mg) _ o), 939
(999)(19)(0.005L) L

(0.046 g R.A.) (1009 R. P.)
0.005L f.m.J\ 99g R. A.

1000
= 9.29293 g(—m‘q) = 9292939
L\ 1y L
= 2-Acetilfurano

100g)(1000
0.038g (1009)(1000mg) _ ;¢ 7 ™9
(999)(19)(0.005L) L

myg

( 38 mg R. A. ) (100g R.P.
L

= 7676.77
0.005L f.m.)\ 99g R.A. )

=> 5-metilfurfural

1004)(1000
00542009 A000MG) 1 0506 179
(999)(19)(0.005L)

L
(0.054 g R.A.) (100g R.P.)
0.005L f.m.)\ 99g R. A.

1000 m
=10.9091 g(—g)

= 10909.1 22
L\ 1g B L

Anexo Il. Calculo para la preparacion de las soluciones estandar a 200 mg/L
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=> 5-hidroximetilfurfurdfal

207071 mg (0.283 mL stock) = 200.10 mg
CTL\1omL fom. ) T L
- Furfural
9292931ng(02151anuwk>__199801ng
UL\ 1omLfm. ) 7T L
= 2-Acetilfurano
267677 mg (0.260 mL stock) = 199.60 mg
L\ 1omLfom. ) T L
- 5-metilfurfural
1090917ng<01837anuxk>__199647ng
L\ 10mLfom. /7L

Anexo lll. Preparacion de las soluciones estandar para la curva de calibracion

Volumen anadido de cada soln. estandar (L)
Sistema 5-HMF FUR 2-AF 5-MF Aforo Concentracion
[10 mg/L] [10 mg/L] | [10 mg/L] | [10 mg/L] (ml) [mg/L]
1 50 50 50 50 5 0.1
2 250 250 250 250 5 0.5
3 500 500 500 500 5 1
Sistema 5-HMF FUR 2-AF 5-MF Aforo Concentracion
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[200 mg/L] | [200 mg/L] | [200 mg/L] | [200 mg/L] (ml) [mg/L]
4 75 75 75 75 5 3
5 125 125 125 125 5 5
6 250 250 250 250 5 10
7 375 375 375 375 5 15
8 500 500 500 500 5 20
9 625 625 625 625 5 25

Anexo V. Curva de calibracion

Respuesta de analisis cromatografico (UA)
Concentracion

[mg/L] >-HMF FUR 2-AF 5-MF
25 4678.0 2069.9 3236.6 2565.1
4630.1 3057.5 3120.7 2522.8
20 3583.6 2547 .4 2646.6 1949.8
3651.1 2554.8 2714.4 2014.7
15 2590.9 1984.1 2128 1462.6
2604.5 1982.8 2119.6 1456.8
10 1964.3 1117.8 1164.7 1096.9
1939.3 1086.4 1175.7 1065.6

5 1005.2 672.3 718.8 579.2
1004.0 673.4 718.1 577.8

3 497.4 371.7 385.5 285.9
502.4 364.5 393.2 291.2

1 184.0 56.3 62.0 112.6
173.7 118.2 128 104.2

0.5 99.6 54.9 57.6 54.2

) 94.9 53.1 57.4 51.6

0.1 19.5 11.7 12.7 7.4
) 21.2 11.4 11.9 7.9

Anexo V. Resultados de repetibilidad interdia para 5-HMF
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Muestra Dia Concentracion| Area | Media | Coeficiente de variacion
179.2
1° Dia 1 (mg/L) 178.5 | 177.9 0.98%
175.9
104.1
5-HMF | 2° Dia 1(mg/L) | 106.6 | 105.2 1.23%
104.8
116.2
3° Dia 1(mg/L) 106.8 | 111.5 3.22%
111.6
Promedio 131.5 1.81%
1699.8
1° Dia 10 (mg/L) | 1787 | 1767.2 3.39%
1814.7
1070
5-HMF 2° Dia 10 (mg/L) 1133.7| 1108.6 3.06%
1122.1
1488.3
3° Dia 10 (mg/L) [1492.9| 1485.7 0.59%
1475.8
Promedio 1453.8 2.35%

Coeficiente de variacion promedio: 2.08%

Anexo VI. Resultados de repetibilidad interdia para FUR

Muestra Dia Concentracion| Area Media Coef lc.len-t,e de
variacion
380
1° Dia 3 (mg/L) 383.3 382.47 0.57%
384.1
226.1
FUR 2° Dia 3 (mg/L) 250.6 243.37 6.17%
253.4
269.9
3° Dia 3 (mg/L) 267.5 268.5 0.46%
268.1
Promedio 298.1133333 2.40%
1881.6
1° Dia 15 (mg/L) |1883.6 1895.2 1.15%
1920.4
FUR 1270.2
2° Dia 15 (mg/L) |1347.2 1315.07 3.04%
1327.8
3° Dia 15 (mg/L) |2039.3 2019.03 1.57%
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2035.2

1982.6

Promedio

1743.1

1.92%

Coeficiente de variacion promedio: 2.16 %

Anexo VII. Resultados de repetibilidad interdia para 2-AF

Muestra Dia Concentracién| Area Media Coef ic.ien-tle de
variacion
403.9
1° Dia 3 (mg/L) 402.9 404.2 0.36%
405.8
305.8
2-AF 2° Dia 3 (mg/L) 341.8 334.23 7.63%
355.1
360.1
3° Dia 3 (mg/L) 355.6 357 0.75%
355.3
Promedio 365.1433333 2.91%
2010.4
1° Dia 15 (mg/L) |2002.1 2021.73 1.34%
2052.7
1799.1
2-AF 2° Dia 15 (mg/L) |1854.2 1818.97 1.68%
1803.6
2228.4
3° Dia 15 (mg/L) |2226.6 2209.67 1.39%
2174
Promedio 2016.79 1.47%
Coeficiente de variacion promedio: 2.19 %

Anexo VIII. Resultados de repetibilidad interdia para 5-MF
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Muestra| 1°Dia | Concentraciéon| Area | Media | Coeficiente de variacion
1% Dia 100.9
1 (mg/L) 99.1 | 102.37 4.09%
107.1
90.5
5-MF 2° Dia 1 (mg/L) 94.9 92.93 2.41%
93.4
39 Dig 104.2
1 (mg/L) 100.6 | 103.1 2.10%
104.5
Promedio 99.47 2.87%
949.2
1° Dia 10 (mg/L) | 1024.5| 1008.47 5.26%
1051.7
953.8
5 MF 2° Dia 10 (mg/L) 968.8 | 964.13 0.93%
969.8
39 Dig 1363.1
10 (mg/L) |1363.2| 1357.53 0.72%
1346.3
Promedio 1110.04 2.30%

Coeficiente de variacion promedio: 2.58 %
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Anexo IX. Curva de linealidad del sistema y residuales para 5-HMF

Grafico del Modelo Ajustado
Area 5-HMF = 6.71802 + 183.038*Concentracion (mg/L)

ANEXOS

Grafico de Residuos
HMF = 6.71802 + 183.038*Concentracion
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Anexo X. Curva de linealidad del sistema y residuales para FUR
Grafico del Modelo Ajustado Grafico de Residuos
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Anexo Xl. Curva de linealidad del sistema y residuales para 2-AF
Grafico del Modelo Ajustado Gréfico de Residuos
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Anexo XII. Curva de linealidad del sistema y residuales para 5-MF
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ANEXOS

Grafico de Residuos
MF = 14.6396 + 100.327*Concentracion
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Anexo XIII. Histogramas de prueba de normalidad para Destilado de Agave

ANALITO HISTOGRAMA
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Histograma para MF_D&
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Anexo XIV. Histogramas de prueba de normalidad para Tequila Blanco
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Anexo XV. Histogramas de prueba de normalidad para Tequila Reposado

ANALITO FRECUENCIA
Histograma para TR-HMF
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Anexo XVI. Histogramas de prueba de normalidad para Tequila Afejo

ANALITO FRECUENCIA
Histograma para TA-HMF
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